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ポ リイソプレノイド化合物は自然界に広 く存在 してお り、その種類は多 く、生理作用 も
多岐にわたっている。脂溶性 ビタミンA,E,K,あ るいは ミトコンドリア呼吸鎮の電子
伝達なちびに酸化的 リン酸化に関与するユ ピキノン、糖蛋白合成に関与する ドリコール等
はこの分類に属 し、生体機能の維持に重要な役割を果た している。鎖状イソプレノイ ド化
合物の一つであるビタミンKは 、1929年 デンマ 一ークのDamによ り発見され1}、以来そ
の抗出血作用に関心がよせ られてきた.と ころが、1974年 に γ一カルボキシグル タミ
ン酸が発見2,されるに至 り、ビタミンKは血液凝固系の必須因子としてのみならず、よ り
広範囲の生命現象に欠 くことのできない重要因子として作用 している可能性が考えられる
ようになり、ビタミンKに 関する研究の進展には内外の研究者の関心が集まっている。
他方、薬物の体内動態に関する研究は 、その薬物の有する薬理作用なちびに毒性を評価
する上で極めて重要であるが、ポ リイソプレノイ ド化合物の動物および ヒトにおける体内
動態についての研究は少なく、現在なお不明な点が多く残されている.ビ タミンKの 体内
動態に関 しても未だ研究が浅く、十分な検討がなされているとは言い難い。とりわけ、動
物体内での活性体と言われ るmenaqujnone-4は広 く臨床応用されているにもかかわらず、
その体内動態についての報告3"5}は少な く、代謝物についても限 ちれた報告があるのみで、
全く明らかになっていない状況である。しかも従来の報告は【rans-cis体のmixtureで実
験が行われてお り、天然存在型の立体配置であるali-trans体での論文は皆無に等 しい。
以上のような経緯から、著者はまず、all-trans[!4Clmenaquinone-4を合成 しNラ ッ
トおよびモルモ ットでの吸収 ・分布 ・代謝 ・排泄を検討 し、体内動態の全容 をは じめて明
らかにした。さらに、現在 、社会的注目を集めている新生児のビタミンK欠 乏性出血症に
対する予防投与法として、母体にmenaquinone-4を投 与することの有用性を薬物動態面か
ら説明 した。一方、menaqllinope-4の体内動態は可溶化系によ り変化することを認め 、標
的部位である肝臓への移行性に優れる精製大豆 レシチン可溶化系の存用性を示 した.ま た、
イソプレノイド側鎖を有するE-0712を取 り上げ 、その体内動態 をmenaquinone-4の場合と
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比較 し、イソプレノイ ド側鎖の代謝には極めて共通性のあることを見い出した。
本論文は3章 から構成 され、各章で述べる主要な結果および結論を以下に要約する。な
お、menaqujvione-4,phylloquinoneおよび[-0712は各 々下記の構造を有する化合物であ
る。
Menaquinone-4
Phylloquinone
E-0712
,
0一
0
,
0幅
メ》～嚇 ○
第1章AI1-transmenaquinone-4の体 内動態
A11-trans[14C]menaquinone-4の標 識部 位は イ ソプ レノイ ド側 鎖の3'位 と し、
farneso1とethyl[3-t4C]acetoacetateを原料 と して、7工 程 で合成 した 。最終生 成物の
trans体比率 は96%以 上で 、か つ比放射 能 も高 く、有用な合 成法 を確立す ることがで き
た(第2節)。 つ ぎに 、この[i4cjmenaquinone-・4をラ ッ トお よび モルモ ッ トに経 口投与
あ るいは静脈 内投 与 し体 内動 態 を検討 した 。また 、一一部につ いては[i4C】phyjloquinone
との比較実 験 を加 えた 、その結果 、以 下の知 見 を得 るこ とがで きた 。
1)経 口吸収には 胆汁が必須 であ る。 リンパ 経 由の吸収 は約20%で あ り、nienaquinone-
4の 場合は 門脈吸収 の存在 も示 唆 され た 。ラ ッ トでの経 口吸収は 速やか で 、かっ 血液 中か
ちの 消失 も速か った 。経 口投 与時の血 液中濃 度推移 か ち、menaquinone-4の方がphyllo-
quinoneよりも速効性 が期待で きると考 え られ た 。また 、連 続投 与 して も、血液 中放射 能
濃度 に顕著な変 化は認め られなか った 。
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2)モ ル モ ッ トの方が経 口吸収率 は低か った。
3)標 的臓器 であ る肝臓へ の移行 は良好で あった 。一方 、組 織か らの消失は比 較的遅 か っ
た 。
4)主 排泄経路 は胆汁中排 泄であ り、ラッ トに静脈 内投 与 した時の尿 お よび糞 中排泄 率は
各 々投 与放射能の10%、75%で あ った 。連続 投与 して も尿 ・糞 中排 泄比率 に変化 はな
か った。[14C]Phylloquinoneの尿 中排泄 率は34%、 糞 中排泄 率は54%で あ り、
menaquinone-4と比較 し腎臓経 由の排泄比 率が 高か った。
5)尿 中代謝物の約80%は 酸性 代謝物 であ り、尿 中放射 能の約50%は 抱合体 と して存
在 した 。
6)ラ ット尿お よび胆汁 か ら主要 代謝物 を単 離 ・精製 し、構造決定 を行 った 。その 結果 、
主 代謝物はphyli6quinone6・7}の時 と同 じく、KacidIお よびKacidI[で あ り、
胆汁 には この他に ω一末端 カル ボン酸が存在 す るの を認め た 。
7)Warfarinを前処置 した ラ ットに[t4Clmenaquinone-4を投与 した時 、肝 臓中 に新 たな
代謝物2,3-epoxy-menaquinone-4を単離 ・同定 した 。
以上 の結果 よ り、menaquinone-4の推定代謝 経路 が明 らか とな った 。即 ち、menaqui-
none・-4の初発代謝経 路は 、イ ソプ レノイ ド側鎖 末端の ω 一酸 化 と推察 され 、さ らに酸化 さ
れ て ω 一末端カル ボ ン酸に変 換す るもの と考 え られた 。末端 カルボ ン酸体は 、ひ きつ づ き
ア シルCoA化合物 に変換す る もの と推定 され 、生 成 したア シルCoAは β 一酸 化の基質 とな
り得 るの で 、イソプレ ノイ ド側 鎖の ω一末端か ち順次 β 一酸 化 を受 けて 、KacidIに
対 応す る側鎖が7炭 素のカル ボ ン酸 に代 謝 され る もの と思 われ る。 さ ちに 、KacidI
CoAが生 じ、β一酸化 と側鎖の還 元 によ りKacid∬ に対応 する側鎖 が5炭 素 のカル ボ
ン酸 へ代謝 され るもの と考 えちれ た 。また 、これ らの 代謝 物は各 々のハ イ ドロキ ノン体 に
還元 され 、1,4一 水酸 基の1個 あ るいは2個 が グル クロ ン酸抱 合反応 を受 けて 、グル ク
ロナイ ドと して胆汁お よび尿中 に排 泄 され る もの と推察 された 。一方 、warfarin前処置 ラ
ッ トの肝臓 よ り2,3-epoxy-menaquinone-4がは じめ て単離 された 。 これ までphylloqui-
noneで指摘B・9}されて いるの と同様 に 、menaquinone-4にお いて も ビタ ミンK一 ビ タ ミン
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Kepoxideサイクルがwarfarinによりブロ ックされるものと推察 された。上記の検討結果
より、menaquinOne-4はphyliOqUinOReと同様の経路で代謝され 、ナフ トキノン環の3位
の不飽和アルキル側鎖は、飽和 したアルキル側鎖 と全く同様に代謝されるものと思われる
(第3節)。
ところで現在、社会的注 目を集めている新生児および乳児のビタ ミンK欠 乏性出血症に
対する予防投与法 として、母体にmenaquinone-4を投与することが臨床上有用であるとの
報告1e)がなされてきている。しか しなが ら前臨床での基礎的検討は未だ不充分で、
menaquinone--4の胎仔および乳汁への移行性については明 らかになっていない。そこで
[i`C】menaquinone-4をラット母体に投与 し、胎仔および乳汁への移行性について定量的
に詳細な検討を行った。その結果、ラット母体へmenaquinone-4を経口投与すると血液 ・
胎盤関門による阻止効果は受けるものの、ビタミンKの 生理的必要量を十分に満たす量の
menaquinone-4が持続的に胎仔肝臓中へ移行することが明 らかになった。一方、乳汁中放
射能濃度は母体の血液中放射能濃度より高い状態で推移 し長時間持続する(消 失半減期:
17時間)こ とが認め られた。投与後24時 間の乳汁においても、その放射能の84%は
menaquinone-4未変化体であ り、menaquinone-4は極めて乳汁へ移行 しやすいと考えちれ
た。さらに、乳汁中[14C]menaquinone-4は乳児の消化管より吸収され、乳児の体循環へ
移行す ることが認め ちれた。
以上の結果よ り、妊婦にmenaquinone-4を経 口投与することは、胎仔および新生児のビ
タミンK欠乏性出血症に対する予防投与法として有用であると推察された。また、本症は
主として母乳栄養児に発症することか ら、授乳期の婦人にmenaquinone-4を与 えることで
も大 きな効果が期待できるものと思われる(第4節)。
第2章 可溶化剤によるall-transmenaquinOl)e-4の体内動態の差異について
ビタミンKは 脂溶性ビタミンのひとつで、可溶化するには界面活性剤が必要であ り、一
般にはポリオキシエチレン硬化ヒマシ油(HCO-60)が 用いられているeし か し、
HCO-60を 可溶化剤 として用いている注射剤によるシ ョック症状が報告され るように
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な り、HCO-60と ショック症状発現との関連性が懸念 されてきた。そこで、著者は
HCO-60に 代わ り得る新 しい可溶化剤 として精製大豆 レシチンに注 目し、HCO-
60ミ セル系(H)と 精製大豆レシチン ミクロエマルジョン系(L)の 両製剤でのラット
における[14Clmenaquinone-4の体内動態について、invivo,invitroの両面かち詳
細な比較検討を行った。その結果、Lは 作用発現部位である肝実質細胞の ミクロゾーム中
へ移行 しやすく、肝 ミクロゾーム酵素 との反応性 も高かった.ま た 、血液中か らの消失 も
Lが速く、胆汁中排泄速度および排泄量もLの 方が大きいという特徴が明 らかとなった。
両製剤間の差異は
1)HCO-60ミ セルの粒子径は小 さく極めて安定であ り、異化 ・排泄 を受けにくい、
2)精製大豆レシチ ンの脂質成分 と肝細胞膜および膜酵素との親和性が大 きい、
ことにより生じていると推察された。したがって、レシチ ン可溶化系製剤はHCO-60
製剤 より有効性 ・安全性において優れていると考えられ、臨床での有用性が示唆された。
今後、他の脂溶性化合物の可溶化にも精製大豆 レシチンを用いることは、体内動態上有効
と思われる(第2節)。
一方 、ビーグル犬にLを 静脈内投与 しmenaquinone-4の体内動態を検討 した結果、以下
の知見が得ちれた。
1>血漿中未変化体は2相 性に減少 したが 、t、/2βは16時 間と消失は遅か った。
2)放射能は胆汁に極めて高く、ついで肝臓に高かった。肝臓への移行性は良好で、静脈
内投与後1時 間の肝臓中には投与放射能の47.6%が 存在 した。全体と しては、ラット
の分布傾向と同様であった 。
3>主排泄経路は胆汁中排泄であると推察された。
4)代 謝物として末端カルボン酸、KacidI、Kacidllおよびそれ ちの抱合体が存
在 した.
イヌにおけるmenaquinone-4の体内動態についての假告は皆無であ り、今回の結果は、
menaquinone-4の種差を含む体内動態 を説明 していく上での基礎になると考 えられる。
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第3章 類縁イソプレノイ ド化合物の体内動態
イソプレノイ ド側鎖を有する化合物の中から[-0712を取 り上げ、特にイソプレノイ ド側
鎖の代謝について検討 した。E。0712は鎖状イソプレノイドとmorpholineとを緒合させた新
規化合物で、各種薬物性肝障害に対 して改善作用を有する。その鎖状イソプレノイドの長
さはmenaquinone-4と同 じくイソプレン4単 位から構成され、不飽和の位置は異なるもの
の極めて類似 していることか ら、鎖状イソプレノイ ド部分の代謝および官能基が異なるこ
とによる体内動態の差異に興味が持たれた。そこで[-0712の尿中代謝物 と肝 ミクロゾーム
によって生成す る代謝物を単離 ・精製 し、構造決定を行った。この結果、肝 ミクロゾーム
での生成代謝物 としてω一末端アルコールおよびω一末端カルボン酸を同定 し、尿中か ら
は側鎖の短縮 した3種 のカルボン酸を同定 した。これちの構造よ り、E-0712の代謝経路 を
推定 した。E-0712の初発代謝は肝 ミクロゾーム酵素でのω一酸化で、ω一末端アル コール
を生成し、さらに酸化されて末端カルボン酸となる。これは直ちにアシルCoA化合物とな
り、旧enaquinone-4と同一の経路でω一宋端から順次 β一・酸化が進行するものと考えられ
た。E-0712の主代謝物は7炭 素の側鎖からなる末端カルボン酸であり、KacidIと 同
一であった。したが って、鎖状イソプレノイ ドの代謝には極めて共通性があ り、イソプレ
ノイ ド側鎖の飽和、不飽和あるいはmorPholineおよびnaphthoquinoneといった環構造によ
って影響されないことが見い出された(第2節)。
最後に[-0712の体内動態について、D一 ガ ラク トサ ミン肝障害 ラットと正常 ラットを用
いて比較検討 した。病態モデルでは、血液中濃度が正常 ラットに比べ高い状態で推移 し、
一方 、胆汁中排泄率の顕著な低下が認め ちれた。また、肝 ミクロゾームの代謝活性には正
常と病態モデル間に差異はないものの、β一酸化酵素系の活性は低下 しているものと推察
された(第3節)。
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第1章All-transmenaquinone-4の 体 内 動 態
第1節 序
ビタミンK依存性蛋白質は γ一カルポキシグルタミン酸(Gla}含有蛋白質である、と
いうことが発見されたのは1974年 である2}。GIaの発見はビタミンKに 関する研究の
歴史の上の一大業績であ り、今やビタミンKは 血液凝固系の必須因子 としてのみな ちず、
もっと広い範囲の生命現象に欠くことのできない重要因子として作用 している可能性が考
えちれるようにな り、ビタ ミンKに 関する研究の進展には多くの研究者の関心が集まって
いる。
しか しながら、ビタ ミンKの 基礎分野についての研究は遅れてお り、ビタミン研究の中
で唯一残されたビタミンはKで あるとすら言われている。ビタ ミンKの 体内動態に関す る
研究 も未だ十分とは言い難 く、その理由としては、
1)微量定量法の確立の困難性
2)ビ タミンK欠乏モデル動物の作成技術の遅れ
3)比放射能の高いall-transビタミンKの 合成の難 しさ
などを指摘することができる。
ビタミンKの中で活性型と言われるmenaquinone-4は、止血磯構賦活 ビタミンとして国
内で広 く臨床応用されているにもかかわらず、その体内動態についての報告3'5}は少なく、
代謝物についても限られた報告があるのみで、全く明 ちかになっていない状況である。し
かも従来の報告は、trans--cis体のmixtureで実験が行われてお り、天然存存型の立体配
置であるalトtrans体での論文は皆無に近い。そこで 、著者は 、まず次節で比放射能の高
いall-trans[!4Clmenaquinone-4を合成 し、以下の実験に供した。第3節 では、ラッ
トおよびモルモットに[14C】menaquinone-4を投与 し、吸収 ・分布 ・代謝 ・排泄を検討 し
て、その詳細を明らかに した。第4節 では、現在、産婦人科および小児科領域で話題を集
めている乳児および新生児の ビタミンK欠 乏性1瑠旺症に対 し、母体へのmenaquinone-4r・
一7一
防投与が有用であることを薬物動態面かち指摘するために、ラットを用 い検討 した。
以下に各節での検討結果 を詳述 し、考察を述べる。
一8一
第2節A11-trans[3'-14C]menaquinone-4の合 成
天然存在 型であ るaIl-transmenaquinone-4の体 内動 態 を明 らかに するため に 、all-
trans14C標識menaquinone-4を合成 した 。標識 位置は イ ソプ レ ン側鎖 の代 謝 に対 して も
情報 を与 え 、且つ 自らは代謝 を受 けに く く合成 も比較的 容易 と推定 され たイ ソプ レ ン側鎖
の3'位 を選択 した 。合 成 にあた っては非 標識化 合物 を用 いた予試 験 を行 い 、最適反 応条
件 を決定 した 。また最終生 成物 お よび14C標識合 成中間 体の同定 は 、各標 品 とのTLCの
Rf値 を比 較する ことで行 った 。
AI1-trans[3'-14C]menaqUinOne-4(ユ_1_)`よ、ethyl[3-14ClaCetOaCe[ate(」3L)
(Amersham社より購入)を 原料 と し、Chart1の反 応経路 に よ り合 成 したb
㈹随 陣P(〈 α
Ω⊥ 旦
1)CH,*COCH2COOC2H5(3)
2)NaOH
?
鰍3H一 購3H馳
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辺
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辺+()〔#魎 ・
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鋤
ー
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「」
*
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→
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亙
O
皿
ChartlPrcparationofall-trarls〔3'」 ℃]menaquinone-4
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H
即 ちrarnesol(1)を出発原料 と しbromide(2)とした後 、14C標識原料 と して
ethyl[3-t4C]acetoacetate(2)を用 い、[carbony1-i4C]farnesylacetone(⊥)を得
た 。つ いで2ス テ ップで[3-14C]geranylgeranio1(7)を合成 した 。更 に(7)を
menadiolmonoacetate(8)と反 応 させ 、3ス テ ップでcis:trans(3:7)混 合 物で
あ る[3'-14C】menaquinone・-4を合成 した 。目的物で あ るtrans体を得 るため に 、
cis/trans混合物 を少量の アセ トンに溶解 し一60℃ の条件 下2回 再 結晶 して 、黄色 結晶
の 目的 物all-tranS[3f-14C]menaqUinOne-4(11)(514mg)を得た 。
(3)か らの放射化学 的収率 は12%で あ り、比放射 能は669MBq/mmo1(40.6
μci/mg>であ った 。放射 化学 的純度は 、以下 の3種 の 展開溶媒 に よる ラジオ薄層 クロマ ト
グ ラフ ィー(Kieselge160F,s.plate,Merck)とTLCリニ アアナ ライザ ー
(Berthold,LB2832)によ り定量 した結果 、98%以 上で あ った 。(Fig.1-1)
放射化学 的純 度
(1)ア セ トン/n一 ヘ キサ ン(1:1,v/v)≧99%
(皿)ク ロ ロホルム/n一 ヘ キサ ン(1:1,v/v>≧99%
(皿)ベ ンゼ ン ≧98%
Fig,1-lTLC-radiochromaしogramofa置1一 しralls【3'」'C]menaquinone-4
Solvelltsystem=Benzeneonly
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得 られ た[3'-i4C]menaquinone-4のtrans体とcis体の存在 比率は 以下 に示すHPLC
法 に よ り求 めた 。
HPLC条 件
カ ラム=YMC-A-012SIL6xl50mm
溶出溶媒=イ ソプロ ピルエ ーテル/n一 ヘ キサ ン(3:97)
流 速=1ml/min
検 出=UV254nm
:RIRadiodetector(RS800010SOH)
その結果 、Fig.1-2に示す よ うに 、trans体の存 在比率 は96.2%、cis体 は
3.8%で あった。
以 後の実験は 、本 標識化 合物 を用 いて検討 を行 った。
15θe
:1eBe
蓋
8
一
5臼9
6
Fig.1-2
16・e2e.9=se.e
〔TlhEユ
{PLC-radiochromatogramof[3'一 」4C]menaquinoite-4
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第3節 ラットおよびモルモ ットでの体内動態
ビタ ミンKの 体内動態 に関 しては未だ 研究が 不充分 であ り、phylloquinone,mena-
dioneと比較 して 、と りわけ 、動 物体 内での活 性体 といわれ るmenaquinone-4の体 内動態
につ いての報告 は数少な くヨ　5)、代謝物 を含め 不明な点 が多 く残 され て い る。 しか も、こ
れ まで用 い ちれ てい るRI標 識menaquinone-4は30%近い不活 性のcis一体 を含 んで い る
な ど、問題 が多 い。
そこで 、著 者はmenaquinone-4の体内動態 を明 ちか にす る 目的 で 、前節 で合成 したaII-
trans[3'-i4C]met)aquinone-4を用 い 、ラ ッ トお よび モル モ ットにお ける吸収 ・分布 ・代
謝 ・排泄 につ いて詳細 な検討 を行 ったので以 下 に詳述す る。なお 、一部 につ いて は[8-
i4C]phylloquinoneとの比較 実験 を加 えた 。
1)吸 収お よび血液 中濃度
リンパ 吸収
Menaquinone-4は脂溶性 の極め て高 い化 合物 であ り、水 には 不溶で あ る。それゆ え 、そ
の消 化管 か ちの吸収 には リンパ系 の関与が 予想 された 。そ こで 、胸管 リンパ にカニ ュ レー
シ ョンを施 した ラ ッ トに 、[3'一一i4C】menaquinone-4をHCO-60ミセル と して経 口投与
(4㎎/㎏)し 、放射 能の リンパへ の移行 を測定 した 。
Tablel-1に示す よ うに 、[3`-i4Clmenaquinone-4投与後6時 間 までに投 与放 射能 量
の11.16%が リンパ 液 中に回収 され 、6時 間以 降24時 聞 までに更 に7.55%の 放
射能 が リンパ液 中に移 行 し、吸収の持続 が認め ちれ た 。投 与後24時 悶 までには合 計
18.71%の 放射能が リンパ 液中 に移 行 した.な お 、この リンパ 液 を有 機溶媒で 抽出 し、
TLC分 画に付 した結果 、放射 能の総 てがmenaquinone-4未変化体 であ った 。
麻生 ら1:⊃は[3H]menaquinene--4をラ ッ トに経 口投与 す ると.投 与放射 能の29～39
%が リンパ液中 に回収 され た と報 告 して い る。今回得 られ た結 果は麻 生 らの値 よ りは低 い
ものの 、投与後24時 間 までに投 与 量の約20%が リンパ経 山で吸収 された こ とか ら 、
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皿enaquinone-4の吸収 に際 しては リンパ経 由の寄与 が かな り大 きい と考 え られ た。
コレステ ロールや脂 肪酸の ほかに 、類似 構造 を有 す るphylIoquinone7,およびcoenzyme
Q、。12)もリンパ系 を介 して 吸収 され るこ とが知 られ てい る。ビタ ミンEも リンパ吸収 を
受 け るが 、その吸収過程 にお ける消化管 内での ミセル形 成の重要性 が指 摘 され てお り13,、
menaquinone-4にお いて もその 吸収 に胆汁 酸の関与 が考 え られ 、摂食 によ りmenaquinone-
4の 消化管 吸収は影響 を受 ける と推察 され た 。
Tablel-1L}・rrtphaticabsorptionofradioactivityafteroral
adrninist1'aしi。n・ff'`C]rnenaquin・ne-4{婦∂t。rats
cannulatedtothoraciclymphduct
Time(hr) %ofdose
、
0-2
2-4
4-6
6-24
024
2.88±0.19
5.59±0.78
2.69±0.20
7.55±0.93
18.71±2.Ol
(Mean±S、E.r3》
血 液 中濃度 推移
ラ ットに[14C]menaquinone-4を静脈 内投与(4mg/kg)し た時の血液 中放射 能濃度 は 、
Fig.1-3に示す よ うに2相 性 に消失 し、消 失半減 期 はt、/2α:19分,t、/。 β:
10.4時 間であ った。血液 中放射能濃度 のAUC。-24h.は59.38μg・hr/皿1であ り、
放 射能は血 漿中 に局在 した 。
Fi9.1-4には 、ラ ッ トお よびモル モ ッ トに[14C]menaquinone-4を経 口投 与{4㎎/
㎏)し た時の血液 中放 射能濃度 の推移 を示 した 。 ラ ッ トでは投 与後1時 間で放 射能濃 度は
ピ ーク とな り1.65pgeq./mIに達 した 。この 時の 放射能の90%は 未変 化体で あ った 。
以 後速や かに減少 し、投与後3時 間で ピ ーク値の1/4と な り、5時 間 以降 は緩やか な消
失 パ タ ーンを示 した 。この時 のAUC。.24h.は4.94μg・h「/mlであ り、静脈内投与 時
の8.32%に 相 当 したe先 に述べた よ うに リンパ吸 収が約20%あ る こと、後述す る静
脈 内投 与時 と経 口投 与時の尿 中排泄率の バ ランス比率 か ら推 定 した吸 収率は55%程 度 と
考え ちれ ることな どか ら、AUC比 の8.32%を 吸 収率 とはみなす こ とが で きず 、経1]
一13一
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投与時の[14C]menaquinone-4は肝臓でfirstpaSseffectを受け、速やかに胆汁へ排泄
されるため、体循環へ移行す る割合が低下 しているものと推察された。
さらに、ラットへの経口投与後の血液中放射能濃度推移は、投 与後1時 間でC鵬axに達
し、以後速やかに消失するパターンを示 してお り、 リンパ吸収は比較的持続的に行われる
ことを考慮すると、menaquinone-4の吸収がリンパ吸収のみに依存 しているとは考えにく
く、リンパ吸収 と同程度の門脈吸収 も生 じているものと推察 された。
一方、モルモ ットは投与後2時 間に最高血液中濃度に達 したものの、全般にその値は低
く、投与後24時 間までのAUCの 比較では、モルモ ットの吸収率はラットの約50%で
あると考えられた。
っ ぎに、ラットに[3「-14C】menaquinone-4および[1`C]phylIOquinOneを各々4㎎/㎏
で経口投与 した時の血液中放射能濃度推移を比較 し、その詰果をFig.1-5に示 した。
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Phylloquinoi)eに比べmenaquinone-4の方がCmax値 は大 き く、か つ血液 中か らの消失
も速 い ことが確認 され 、Gloo「ち3,の知見 と一致 した結果 を示 した 。臨床に おいてmena-
quinone-4の方がphyIloquinoneより速やか に薬効 を発現 す るとの報告'4}が な され てお
り、今回の血液 中濃度推 移の差 異で説 明で き るもの と思 われ た 。
続 いて 、ラ ッ トに[i4C]menaquinos)e-4を7日間連 続経 口投与 く4㎎/kg)し た時 の血
液中放射 能濃度 の推移 につ いて検 討 し、 この 時の結 果 をfig,1-6に示 した 。図 の左側 に
は初 回投 与後の 血液中放 射能濃度 を、右 側に は最 終投 与後の血 液 中放射能 濃度 を示 し、中
央 には連 続投与期 間中の各 投与1時 間後 、2時 間後お よび24時 間 後の濃 度 を示 した 。図
に示す よ うに 、最終 投与後 の血液 中濃度 推移お よび連続 投与期 間 中の各投与 後 ユ時間 、2
時圃 、24時 間値は 、初 回投 与時 と類似 した結果 であ った 。 したが って 、連 続投 与に よる
血液中濃度へ の影響 は極め て小 さ く、蓄 積の可能 性は小 さい と考 え ちれた 。
AdminiSlral,on
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202.0
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Fi9.1--6B置ood!cv`r肥orradioacしiviしyduringandafしcrrcpeaしedoral
admi"isしraしi。n。fl'℃」menaquilr・ll・n{三一一4(4叩/k】)し。raしs(r4}
2)分 布
全 身 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー
ラ ッ ト に お け る 放 射 能 の 分 布 を 明 ち か に す る た め に 、 ま ず 全 身 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー
に よ る 検 討 を 行 っ た 。[14C]Henaquinone-4をラ ッ ト に 静 脈 内 投 与(4㎎/kg)し 、5分 、
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1時同、6時 間および24時 間後の凍結切片を作製 した。フ ィルムに露出後のそれぞれの
オートラジオグラムをFig.1-7に示 した。
静脈内投与後5分 では放射能濃度は血液 と肝臓に高 く、腎臓および脾臓への移行 も認め
られた。1時 間後では肝臓に最も高 く、肺、腎臓 、脾臓、腸管内容物にも高い移行が認め
ちれた。6時 間後では腸管内容物に最 も高く、これはmenaquinone-4の胆汁中排泄が多い
ことを示 している。ついで、副腎、肝臓、肺へ も分布 しているのが認められたが、1時 間
後に比べ ると、いずれ も放射能濃度は低く、臓器かちは徐々に消失 していく様子が認め ち
れた。24時 間後ではまだ全身に放射能の分布が認め られ るものの、腸管内容物を除き、
全体 として放射能濃度は低下 した。
また、[14C]menaquinone-4をラットに経口投与(4㎎/kg)し た時の1時 間、6時 間
および24時 間後のオー トラジオグラムをFig.1-8に示 した。
投与後1時 間では、経 口投与 した[14Clmenaquinone-4が未吸収のまま消化管に残 って
いるのが認め ちれ、臓器では肝臓 、腎臓、肺、副腎に移行 しているのが認め ちれた。6時
間後では、未吸収の放射能および胆汁中排泄に基づ くと考えられる放射能が腸管内容物 と
して認め られる他は、肝臓 、腎臓への分布が判別で きる程度で、静脈内投与時に比べて全
身の放射能濃度は低かった。24時 間後では投与放射能の大半は尿 ・糞 中へ排泄 され、肝
臓と腸管内容物にわずかに放射能が認めちれる程度で、全身かちの放射能の消失が明確に
示 された。
一17一
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計測 分布
ラ ッ トに[i4C]menaquinone-4を投 与 し、所 定の時 間に各組 織 を摘 出後 、一・定量 を秤 量
可溶化 して 、各組織 中放 射能 濃度 を測 定 した 。
ラ ッ トに静脈 内投 与(4㎎/kπ)し た時の 、絹 織 中放射能濃 度推移 を1ablel2に 示
した 。静脈内投与後1時 間で は副 腎(49.3μgeq./g>で 放 射能 濃度が最 も高 く、っ
いで肝 臓(27.7μgeq./9)、 肺(18.0μgeq./g>、 脾臓(16.2四eq.ノ
9)の 順に高 く分布 した。6時 間後で は胸腺 、消 化管 、膵臓お よび'脂肪 で1時 間後 よ り高
い値 を示 し、他の組織 では放射 能の緩徐 な消失 が認め られ た 。なお 、腸 管内濃 度が高 いこ
一19一
とかち、胆汁中排泄の多いことが示唆 された。24時 間後では脂肪を除き組織中濃度はさ
らに減 少 し、Fig.1-7の結果 と類似 して いた 。
Tablo1-2 Or艮an罰ndtissvele、・elg.expressed罰!竃me"3quinone・4equi、・alen監"11,6and24hr「otle■'ing
intr翻venou～罰dm耐 ヌIr訓ioτ101胸C・men詞qulnone・4{4mR/kR)irlratg..
Level{μ窟 me"罰quinone・4eq.!図,rne禰士SD.,h=3)
Or課轟no「 量issue
1h 6h 24h
cerebτum 0.32±0.07 0.18土0.01
.
0.06土0.02
cerebellum 0,35士0.08 0.22±0.07 0.07士0、01
pi星uitary只璽and 0.90土LO1 0.27±0.置3 0.08土0.02
5pinnl【ord 0,28±0.06 0.13土0.02 0.08±0.01
町eball 0.10土0.06 0.05土0.04 0.03±0.03
submaxilI3ry窟land 1.12± 0.27 1.05土0.38 0.71士0.03
thyroid闘land 3.23士0.27 2.33士0.05 3.71土5.16
hearl 3.75土0』2 3.43士0.70 1.51±0.3L
lun尺 !8,03士15.35 12.51土10.40 5.56土2.箆9
thymus 0.8,士0.08 1.59土1.05 1.19±LO1
aort訊 3.45±0.87 2.35土1.05 O.45土0.06
副omach 0.77士0.35 0.図± 0.29 0.33士0.06
5m諏11inlestine 8.R2±9.11 L81±0.45 0.60土0.11
cecum 1.59± 0.76 17.29土3.77 L26±0.53
hr醒e}n吐es1ine 0.85土0.15 1L65土 8.80 0.74±0.23
liver 27.71± 3.57 1L42土 3河1 2.37±0,22
panα εas 1.25土 0.3B 2.02土0.50 1,11土0.30
叩1eεn 16.23土1.47 6.76土L32 3.92士1.56
kidney 4,16土 0.73 2.87士0.63 0.64士0.16
adreπ註1 49.26土19.45 26.73±9.54 5.49±0.90
■
tesl1S 0.22士 0』3 0.21土 0.03 0,16±O.02
epididymis n,41土 o.07 0.35土0.03 0.23士0.07
μ05tate 0.89±0.28 0.78土0.52 0.34土O.15
mUSCle{remoralmu雪cle) 0.57土0.36 0,43士0.06 0.19±0.00
skln 0.62士0.16 0.38±0.05 0.37±0.05
● ・
gcga里量cncr、'e 0.58±0.08 0.42土0.06 0.20土O.02
ht 0.01±0.05 0.73±0.10 0.76±0.IO
bonemarrow 7.27土4.10 4.47± 0.57 L23±0,26
一20一
ラ ッ ト に 経 口 投 与(4㎎/㎏)し た 時 の 、 組 織 中 放 射 能 濃 度 推 移 をTable1-3に 示 し
た 。
Thblel-3Tissuedistribut.ionofradioactjvityafteroraladministrationof
1℃rtnenaquinone-4(4mg/kg)ヒorat.s
Tissue
Concentration(μgmenaquinone-qeq/君orml)
1hr 2hr 6hr 24hr 168hr
Brain
Muscle
Sut)m4axiUarYg1.
1hyroid
τhymus
Harderiangl.
Testis
Prostate
Sciaticnerve
Aorヒa
Hearヒ
Lung
Pancreas
Adrenat
Spleen
Kidney
Liver
Adiposetissue
Skin
Bonemarrσw
Stomach
S-lntesしine
Borie
B1ood
prasma
aO4上0.00
aO4±0.Ol
O.11±0.02
0.39±0。06
0.33±a25
0.09±O.01
0.OZ+O.00
0.12±0.03
0.06±0.00
a79±0,19
0.77±0.23
0.56±0.08
0.36±0.10
1.29±0.19
203±0.21
053±0.08
676±1.54
0201.0LO3
011±0.02
078±0.25
159±O.82
1216±5.49
0.13±0.03
1.65±0.07
283±0.10
α07±0.01
0.09±0.02
0,18±0.01
Q44±0.03
0.14±0.02
α21士0.Ol
O.05±0.01
0.12±0.02
α12±0.02
0.62±0.18
0.62±α04
0.85±0.05
0.41±0.02
292±0.13
295±0.30
0.98±0.05
13.94±1.73
0.221-O.03
0Ll4±0,02
1.25±{〕.28
1,64±0.05
14.90±3.29
α21± α06
Q98±007
1.50±0.14
0.05±0.00
0.1〔脚.Ol
O.24±0.02
0.43±0.04
0.!7±D、01
0.50土QO4
〔上05±O.01
0.11±aOl
O.12±0.03
0.19±0.02
0.64±:O.Ol
O.51±O.06
0、65±{〕.06
276±0.29
〔,74±0.11
058±0.01
498±0。47
021±0.04
016±0.03
083士O.10
173±0.28
!145±0.73
004±O.Ol
O26±{cp.02
033±O.02
QO2±0.00
〔〕L〔〕5±0.Ol
α10⊥0.01
α19±O.03
α10±0.Ol
O.42±℃LO6
0.02±0.00
α06±0.Ol
α05±001
QO5±0.Ol
α37±0.01
α10± α01
0.41±0.02
0.45±0.05
α09±0.01
α17±0.02
α71±0.15
a34土 α04
α11±0.02
0.20±α05
0.22±0.07
0.32士0.07
0.01±0.00
α13±0.01
α23±0.09
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
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Valuesrepresetlしmeans±SEofヒhreeanimats
血液中放射能濃度(Fig,1-4)ピー ク時である投与後1時 間では 、小腸 、肝臓、脾臓で
放射能濃度が高く、他の組織は血液中濃度よりも低かった。2時 間後では血液および胸腺
中濃度は半減 したが 、他の各組織中濃度は1時 悶後と同程度か高い濃度を示 した。特にs
小腸(血 液中濃度の15.2倍)、 肝臓(14.2倍)に 高い分布を示 し、脾臓(3.0
倍)、 副腎(3.0倍)も 高かった。6時 間後では血液、肝臓 、脾臓、小腸 、動脈 、腎臓
お よび肺中濃度は低下するものの、他の組織内濃度は2時 間後 とほぼ同程度であ り、消失
は遅かった。一方、各時点 とも、脳および精巣への移行は低か った。24時 間以降、すべ
ての組織か ら放射能は減少 していったが、膵臓お よび脂肪か らの消失は遅か った。この結
果は静脈内投与時においても同様に認め られてお り、[t4C]menaquinone-4を連続投与し
ていくと膵臓 と脂肪に蓄積 していくことが予想された。
そこで、ひきつづいて、ラットに7日 間連続経口投与(4㎎/kg)し た時の放射能の分
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布および残留性 を検討 し、その結果をFig.1-9に示 した。図は各々初回投与後24時 間、
最終投与後24時 間および最終投与後3日 目、8日 目、16日 目の組織中濃度であ り、血
液中濃度よりも高い値が認め られた臓器 を主に示 した。7日 間の連続投与によりすべての
粗織中放射能濃度が上昇 し、最終投与後24時 間値は膵臓 、脂肪 、副腎、肝臓、腎臓の順
に高かった。この時の濃度を単回投与時と比較すると、脂肪5.6倍 、膵臓3.9倍 、副
腎2.0倍 、肝臓1.7倍 へ と各々上昇 した。最終投 与後の脂肪、膵臓および副腎か らの
消失半減期は、血漿、肝臓などと比較 して少 し長く、脂肪で18.4日 、膵臓で9.1日
であった。しか しなが ら、最終投与後3日 目で体内に残っている全放射能は投与量の
0.5%に すぎないことか ら、経口投与時の[14C】menaquinone-4の残留性は小さいと考
えられた。
ついで、種差の観点から、モルモットに経口投与(4㎎/㎏)し た時の分布を検討し、
その結果をlable1-4に示した。血液中濃度(Fig.1-4)のピーク時である投与後2
時間の血液中および組識中濃度は、ラットに比ぺいずれも低 く、モルモ ットの場合は経口
吸収率が低いもの と推察 された。しかし、放射能は血漿中に局在 し、小腸 、胆の う、肝臓 、
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脾臓に高いこと、さらに24時 間以降、胸腺 、副腎、脂肪かちの消失が遅いなど、ラット
と類似 した結果を示 した。
Tahle1-4『 「isll旧disl-rihtt見iono「radioactivi喧y訂fteroral,1〔lminiS璽rationOIll4CJmenaq山iml杷一4
〔dag/kg,logtlinea-Pig5
Concenしration(μgeq,/gormD
TiSS1」e
2hr 24hr 168hr
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3)排 泄
胆汁 排泄
胆管 にカニ ューレ ーシ ョンを施 した ラ ッ トに[14C]menaquinOfie-4を静 脈 内投 与(4
㎎/㎏)し た時 の、放射能の 胆汁中排泄 率 をFig.1-10に 示 した 。静 脈内投与 後6時 間
まで に投 与放射能の53.4%,24時 間 まで に63.3%が 胆 汁中 に回収 され た ことよ
り、menaquinone-4の主排泄経 路は胆汁 中排泄 であ るこ とが明 ちかにな った 。
一方 、胆 管 にカニ ュ ーレーシ ョンを施 した ラ ッ トに[i4C】menaquinone-4を経 口投与
(4㎎/kg)し た時 の 、放射能 の胆汁 中排 泄率 をTableI-5に 示 した 。投与後24時 間
まで に投与 放射能の1.84%が 胆汁 に排 泄 され たにす ぎず 、同時に測 定 した 血液中放射
能 濃度 も極め て低 く、ほ とん ど消化管 よ り吸収 され て いな い こ とが明 ちか とな った 。 した
が って 、menaquinone-4の消化管 吸収 には 胆汁が必 須で あ ることが示唆 され た 。
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尿 ・糞 ・呼気 中排泄
ラ ッ トに[i4C]menaquinone-4を静脈 内投与(4㎎/㎏)し た時 の 、放射 能の尿 ・糞 中
排泄 をlable1-6に 示 した 。
TabIe1-6Ctlmulaしive1Irillaryalldfecale:cre畳.iollsofradioacし 五viしy
afterinしraverlousadiainistrationof〔'℃1圃nenaquinonc-4〔4㎎ ・kx)
torats
.
ReCOvery(%ofdose±S,D.,n=3)
Time(d)
Urine Feces
■
1 8.6±0.9 56,6±4.3
2 9,6±LO 69.9±L8
3 10.0土LO 71.7±1.7
4 10.1±1.1 72.7±1.6
5 10.3土Ll 73.5±1,6
6 10.4±LI 74.1±1.6
7 】0.4±1.1 74.5±1.6
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投与後24時 間 までに尿中へ 投与放射 能の8.6%、 糞中へ56.6%、7日 目まで に各
々10.4%,74.5%が 排 泄 され た 。糞 中排 泄率 は先に述べ た胆汁 中排泄率 と近似 し
てお り、menaqujnone-4は胆汁 を介す る糞 中排泄型 の薬物 で あるこ とが 確認 され た。
っ ぎに 、ラ ットお よびモル モ ッ トに[14C】menaquinone-4を経 口投与(4ng/kg)し た
時の尿 ・糞 ・呼気 中排泄 を検討 し、その結 果 をFig.1--11に示 した 。
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ラ ッ トの場合は 、投 与後24時 間 まで に尿 中へ 投与放 射能の4.9%、 糞 中へ67.8
%、 呼 気中へ0.5%が 排泄 され 、7日 目まで には各 々6.0%,95.1%,0.6%
に達 した 。モルモ ットの場合 もラ ットとほぼ同様 な結果 を示 し、投与後7日 目までに尿 中
へ5.9%、 糞中へ91.1%、 呼気 中へ0.3%が 排泄 され 、排 泄経路 に種差 は認め ら
れ なか った。
また 、呼気 中にO.3～0。6%の 放射能 しか排 泄 され なか ったこ とか ら、イ ソプ レン
側 鎖の3'位 の ラベル位 置 までの 代謝はほ とん ど起 こ らな い もの と推定 され た 。
Table1-7に示す よ うに 、連 続経 口投与 して も尿 ・糞へ の排泄 率は単 回投与 時 と変h
らなか った 。
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Table  1-7 Cumulative urinary and fecal excretions of radioactivity 
 during and after repeated oral administration of  14C-menaquinone-4 
 1 4 mg/kg  1 for 7 days to rats 
 Number of dosing  Urine  feces  Total                                     
(  %  of  dose 
 1 6.01 (0.28) 79.74 (2.34) 85.76 (2.61) 
       2 6.24 (0.12)  94.66 (1.98)  100.90  (1.86) 
 3  6.34 (0.21) 95.26 (2.71) 101.60 (2.55) 
       4 6.40  (0.21) 94.42  (2.19) 100.82 (2.01) 
       5 6.27 (0.16)  95.51 (1.64) 101.78  (1,48) 
       6 6.11 (0.22) 94.64 (1.60) 100.74 (1.39) 
       7 6.00 (0.17)  94.73  (1.07) 100.73  (0.93) 
         -  48  hr* 6 .11 (0.17) 96.11 (1.12) 102.23 (0.98) 
         - 72 hr  6 .16 (0.17)  96.30 (1.11) 102.46 (0.98) 
         - 96 hr 6 .19 (0.17) 96.39  (1.21)  102.58  (0,98) 
 120  hr 6.22  (0.37)  96.44  (1.11) 102.66 (0.99) 
 144  hr 6.23  (0,17)  96,49 (1.12) 102.72 (0.99) 
          168 hr 6.24 (0.17) 96.53  (1.12) 102.77 (0.99) 
          Data are expressed as the mean  (S.E.) of three animals
           *  :  Hours after the last dose 
          All samples were collected for 24 hr after repeated dosing
ラ ッ トに['`C】phyi」oquinoneを投与 し、放射能 の尿 ・糞中排 泄率 を[i4C]mena-
quinone-4の場合 と比較 した.Table1-8に 示す よ うに[14C]phylloquinoneを静脈 内
投与{4qg/㎏)し た時 は 、投与後7日 目まで に尿 中へ 投 与放射 能量の33.7%、 糞 中
へ53.7%が 排 泄 され 、menaquinone-4に比べ 、尿 中排泄率 は約3倍 高 く 、腎排泄量 が
大 巾に増加 した 。一方 、糞中排泄率 は減少 し、胆汁 中排 泄はphylloqliinoneの方h{mena-
quinone-4より少 な いと推察 され 、排泄経路 に違 いが認め ちれ た 。
両化 合物は イソアVン 側鎖捕造が一 部異 な り、脂 溶性 はphylloquinoneの方 がや や高 い
が 、物 性お よび分 子量は近 似 して お り、両 者の排泄 経路 の違い が何に起 因す るの かは現 在
の ところ十分 に説 明す るこ とがで きず 、今後 解決す べ き課題で あ る。
 Tabl  e  1-8  Corm!  at  lye  urinary arid  fecal  exc  re  1.  ions  of  radioac  L  i  v  i  ly 
 after oral  or intravenous  administration  of 
 edei  phy  I  I  ociu  i  none  (4.E4R) to  rats 
 1).  O.  1.  V. 
 Time   Urine  Feces  Ur  i  no  Feces 
 (day)  (  Z  of  dose)  
 1 18. 5  53.  F 28. 3  27. 0 
  2  20.  0  76. 3 31.  6  48. 1 
  3 20.  Al 77. 5  32. 5  51. 0
  4  21). 5 77. 7 33.  0  52_0 
 5 20. 5 77. 9  33. 3 52. 7 
 1.., 20.  (-,  78. 0  33.  6  53. 3 
  7  20.  ()  TS.  1  33.  T  53. 7  
 F:Icli  va  I  lie  represents  Die  moat/ of  three  animals. 
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4)代 謝
Menaquinone-4の代謝経 路 を明 ちかにす るため に 、ラ ッ トお よびモル モ ッ トに[i4C]
menaquinone-4を投 与 し、尿 お よび胆 汁中代 謝物 について検 討 を行 った 。
尿 中代謝物 の分西
ラッ トお よび モルモ ットに[14C]menaquinone-4を経 口投与(4㎎/㎏)し た 時の24
時間 プ ール尿 を試 料 とし、Chart2に示す 方法に よ り代謝 物 を分画 した 。その結果 を
Table1-9に示 した。
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ラ ッ トお よび モルモ ッ ト尿 ともに 、放射 能は酸 性お よび加水分 解画分 に 多 く、合わ せて
約80%を しめ るこ とか ら、尿 中代 謝物の 主体は 酸性代謝 物で あ ると考 えられ たvま た 、
TLC一 オ ー トラジオ グラムお よびTLC一 クロマ トグ ラムの結 果 を検討 した ところ 、ラ
ットお よびモル モ ッ トと もに酸性画 分には 原点 に とどまる代謝物 が約50%ず つ存在 し、
酸加 水分解 を受 け ることか ら、この 代謝物 は抱合 体 と考 え ちれ た 。 したが って 、加水 分解
画分 と合わせ る と、尿中放 射能の約50%は 抱合 体 と して存在 して い ると推 察 された 。ま
た 、この抱合体 は β一glucuronidaseによ り加水 分解 され るこ とか ら、glucuronideと考
えられ た 。
ところで 、GIOOrち3}は、phylloquinOneの尿 中代謝物 はK-1actone(fig.1-12-
1)で あ り、不飽和 度の異 な るmenaquinone・-4の尿中代 謝物 も同 じくK-lactoneであ る
と報告 して いる。その後 、渡 辺 ら6,はウサ ギにphylloquinoneを静脈 内投与 し、尿濃 縮物
の加水 分解 をメ タ ノ 一ール 塩 酸 を用 い る緩和 な条 件下 で行 い 、KacidI(rig.1-12
-2) ,Kacidll(Fig.1-12-3)を 単 離 ・同 定 し、尿 中 には各 々の抱合体 が排
泄 され るこ とを確 認 した 。また 、尿 濃績物 を塩酸 で加水分 解す る とK-lactoneのみが得
ちれ るこ とか ち、Gloorらの示 したK-lactoneはKacidiか ら酸 性下 に生成す る人工
産 物で あ ることを明 ちか に したe同 年 、Shearerら7}もヒ トにphylloquinoneを投与 し、
尿中 代謝物 と してKacidI,Kacid皿 を単 離 し、K-Iactoneは酸性 条件での 前処理
に よ り生 じる人工産 物で あるこ とを指摘 し、Gloo「らの結 果 を否定 した 。
著 者 も以上の経過 を踏 まえ 、TLCを 用 い 、標 品のKacidlを 塩 酸酸性 の条件 で処理
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す るとK-Iactoneが生 成す るこ と、尿 中代謝物 の塩酸 加水分解 画分 にK-1actoneが相 当
量 存在す るこ とを確認 した 。そ こで 、menaquinone-4の尿 中代 謝物 を明 らか にす るの に際
し、Chart2の条件 では人工 産物 を単 離す る危 険性が 予測 され たので 、phylioquinone,
coenzymeQgの代謝物 の構造 決定に有用 で あった メタ ノール塩 酸法 を用 いて 、以下の検 討
を行 った 。検討に際 しては 、標品 と してKacidIお よびKacidil、 さらに各 々の メ
チルエス テル を合成 し、TLC,GC-MSに お いて比較 した 。
尿中代謝物のTLCパ ターン
ラットに[14C]menaqUinone-4を4n9/㎏で経口投与および静脈内投与 した時の24
時間プール尿を、試料 として用いた。各尿試料を凍結乾燥後、メタノール塩酸溶液を加え
て室温で一晩撹拝 した。つぎに、窒素気流下溶媒を濃縮 し、酢酸エチルで抽出した。酢酸
エチルでの放射能の平均抽出率は、経口投与尿で77.4%、 静脈内投与尿で74、7%
であ り、両者間のTLCパ ターンに大 きな違いは認め られなかった。酢酸エチル抽出物の
TLC一 ラジオクロマ トグラムとオートラジオグラムの一例をFig,1-13に示 した。
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図 に示す よ うに 、二つ の ピークが盈め られ 、fractionA(Rf=0.8)はTLC上 の
放射能 の約65%,fractionB(Rf=0.6)は 約15%に 相 当 した 。fractionAは
TLC上 のRf値 にお いて合 成標品で あ るKacidIメ チルエ ス テル お よびKacidil
メ チルエ ステル と一致 し、fractionBはKacidIお よびKacid皿 と一 致 した 。
なお 、KacidIとKacidil、 お よびKacidIメ チルエ ステル とKacid皿 メ
チルエ ステルは 各 々極性 が酷似 してお りTLCだ けでは分離 し難 いこ とが知 ちれて い る6,。
そ こで 、fractionAとfractionBをpreparativeTLC[順相系lCHC』-HeOH-
AcOH(28:4:1)お よび逆相 系:ア セ トニ トリル ー水(1=1)]で さらに精製 し、
GC-MSに よ る標品 との比較 か ら尿 中代 謝物の構 造 を決 定 した 。
尿 中代 謝物の 同定
経 口投与(4rg/㎏)後24時 間 プール尿 を試料 と し、上記のpreparativeTLC上で
精製 したfractionA相当画分 をか きと り、GC-MSに 付 した 。RICク ロマ トグ ラム
上 、fractionAは、保持時間6.6分 お よび5.3分 、各 々の ピ 一ーク 面積比2:1の2
本の ピ ークを示 した(fig.1-14)。
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rig.エー t4RICchromat◎grasnoffracttonAlnraturinetreatedmethanoiic・-HCユ
after。rala血inist=・ti。n。f1」C-menaq・in。ne-4`4mg/kg}
ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 保 持 時 聞 に お い て 、6.6分 の ピ ーt一ク 《代 謝 物 一1メ チ ル エ
ス テ ル)は 標 品 で あ るKacidIメ チ ル エ ス テ ル と 、5.3分 の ピ ー ク(代 謝 物 一2メ
チ ル エ ス テ ル)はKacid∬ メ チ ル エ ス テ ル と そ れ ぞ れ 一・致 し た 。
Fig.1-15に 代 謝 物 一1の メ チ ル エ ス テ ル 体 のEIマ ス ス ペ ク トル を 、KacidI
メ チ ル エ ス テ ル の 合 成 標 品 の ス ペ ク ト ル と と も に 示 した 。 代 謝 物 一1の メ チ ル エ ス テ ル 体
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は分子 イオ ンピーク(M"t)312を は じめ 、比較 的強 いフ ラグメ ン トイオ ン としてM/Z
297(H+-CH,),281(M+-OC馬),238(H+-CH,COOCHs)お よび225
(basepeak,H+・-CH、CH、COOCHs)を示 した 。MIZ225の フラグメ ンイオ ンは天然 に
存 在す る ビタミンKに 極めて特徴 的な イオ ンで あ り、キ ノ ン骨格 に1個 の不 飽和イ ソプ レ
ノイ ド側鎖が結合 した構 造で説 明 され るeさ ちに 、HIZ314,299,283,240
お よび227に フラグメ ン トイオ ンが認め ちれた 。これ らは上記の フ ラグメ ン トイ オンに
対 し2マ スユニ ットずつ 大 き く、 いずれ も14C原子 の存在 に起因 して お り、このスペ ク ト
ル は投与 した[14C]menaquinone-4の代謝 物由来 であ るこ とを示 して い る。2マ スユ ニ ッ
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ト増 加 した フラグメ ン トイオ ンの 存在 を除 き、代謝物 一1の メ チルエ ステル体の フラグメ
ンテ ーシ ョンパ ターンは 、標品のKacidIメ チルエ ステルの フラグ メンテ ーシ ョンパ
ター ンとよく一致 してお り、代謝 物 一1の 構 造 はKacidIで あ ると決定 され た 。
Fig.1-16に、代謝物 一2の メチルエ ステ ル体のEIマ ス スペ ク トル を、Kacid皿
メ チル エス テル の合成標 品のスペ ク トル と ともに示 した 。代謝物 一2の メチル エス テル 体
は 、分 子 イオ ン ピーク(M+)286と ともに 、比 較的強 い フラグメ ン トイオ ン と してH/Z
255(H+-OCH3>,254(M+-HOCH3),226[H+一 一(H+COOCH5)1,212
[basepeak,M+一(COOCHs+CH3)]および199[H+-CH(CHs)COOCH3]を示 した 。本
スペ ク トルで のH/Z212は 、不 飽和 イソプ レノイ ド側鎮 をもつmenaquinone-4ではほ と
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ん ど認め ちれ な いピークであ り、代謝 物 一2は 側鎖が 還元 され飽 和 してい るこ とを示唆 し
て いる 。さ らに 、H/Z288,257,256,241,228お よび214に フ ラグメ
ン トイオ ンが語め られ た 。これ ちも上記の フラグ メ ン トイオ ンに対 し2マ スユ ニ ッ トず っ
大 きく、14C原子の存在 を示 して いる 。
代 謝物 一一2のメチルエス テル体の フ ラグメ ンテ ーシ ョンパ ター ンは 、2マ スユ ニ ット増
加 した フラグメ ン トイオ ンの 存在 を除 き、標品の κacid皿 メ チル エス テルの フ ラグメ
ンテ ーシ ョンパ ターンと良 く一致 してお り、代 謝物 一2の 構 造はKacidllで ある と同
定 された 。
一方 、ラ ッ トに静脈内投与(4㎎/kg)し た 時の24時 圃 プ ール尿 をメタ ノール塩酸 で
処理 し、preparativeTLCで精製 して得 られたfractionAをGC-MSに 付 した 。
その結果 をFig.1-17に 示 した。RICク ロマ トグ ラム上 、fractionAは保持時間
6.6分 の ピークのみ を示 し、経 口投 与時の尿 で見 られ た保 持時同5 .3分 の ピークは認
め ちれ なか った 。
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Fig.1-17RICchromatograrnoffractionAinraturinetreatedmethanoユic-HCl
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6.6分 の ピークは 、ガス クロマ トグ ラフ ィーの保持 時間 において標 品であ るKacid
Iメ チルエステル と一 致 し、EIマ ス スペ ク トル もfig.1-15-Bと 同様で あ ること
か ら、KacidIと 同定 された 。
つ ぎに、経口投与お よび 瀞脈内投 与後24時 同プ ール尿のrractionBを精 製 し、ジァ
ゾメ タンと反応 させ るとメ チル化 され 、TLCお よび ガス クロマ トグ ラ フ ィーにお いて標
品で あるKacidllメ チルエ ステル と一・致 した 。EIマ ススペ ク トル もFig.1--16一
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Bと 完全 に一 致す るこ とか ち、fractjonBはKacidllフ リー体 であ るこ とが明 らか
にな った 、KacidHは メチルエ ステル 化 されず に フ リー体 と して残 存 して いたが 、こ
れ はKacid皿 はKacidIに 比べ 側鎖 が短 く、キノ ン骨格 のか さ高 さの ため に立 体
障害 を受 け、メチルエ ステル 化 され難 いため と推察 された,
尿 ・胆汁 中放 射能の存在 形態
メ タノール 塩酸処理 した胆 汁中には 、['4clmenaquinone-4の未変化 体が6.9%存 在
した 。 さちに、新たな代 謝物 一3の メチルエ ステル体 が認め られ た 。代 謝物 一3の メチル
エ ステル体は 、合成標品 であ るmenaquinone-4のイソ プレノ イ ド側鎖末 端カル ボ ン酸 体
(menaquinone-4-COOH)のメ チルエ ステル と 、TLCのRf値 お よび ガス クロマ トグ ラフ
ィーの保持時 間が一致 したeEIマ スス ペ ク トルの比 較で も両者 ともによ く一致 し、分子
イオ ンピーク(M+>448を 示 した 。
以上 の検討結果 よ り、メ タノ 一ール 塩酸 処理後 の ラ ッ トとモル モ ッ トの尿中 、お よび ラ ッ
ト胆汁 中の[i`C]menaquinone-4未変化 体お よび主要 代謝 物の存 在比率 を計算 し、Table
1-10に 示 した 。
Tabte1-10Ratioofunchangedfomandthemajoraglyconesin
bileandurineafterhydrolysiswithmethanolicHC1
Rat Guinea-pig
Compound i.v.
BileUrine
(%ofradioactivity
P,O.P.o.
UrineUrine
insample)
Mlenaquinone-・4
Menaquinone-4-COOH
KacidI
Kacidll
?
?
?
?
?
?
?
??
n.d
τLd
47.2
9.8
n.d
nd
32.7
24.2
n.d
n.d
41.3
26.8
Eachvaluerepresentsthemeanofthreeanimats.
n.(±:notdetected
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経 口投与時の ラ ッ ト尿 中のKacidI,Kacidllは 、尿 中放射 能の各 々32.7%,
24.2%を 占め ていたの に対 し、静脈内投与 時は各 々47.2%,9.8%で あ り、投
与 ル ー トに よる差異 が認め ちれ た 、この違 いは、経 口投与時 はfirstpasseffectによ
り肝臓 に取 り込 まれ 易 く、よ り短鎖化 への代謝 反応 を受 け易 いためで あ ろ うと推 察 され た 。
Hartarin前処 置 ラ ットにお ける肝臓 中代謝 物
Warfarin(10ng/kg)を前 投与(i.P.)した ラ ッ トに[14C]menaquinone-4を経 口投
与(4㎎/㎏)し 、2時 間後の肝 臓中代謝 物 を検討 した 。20%肝 臓ホ モジ ネー トを有機
溶媒 で抽 出 し、逆 相のTLCで 分 画 した後 の 、TLC一 ラジオクロマ トグ ラム とオ ー トラ
ジオ グ ラムの一例 をFig.1-18に 示 した 。
A,R.G
Menaquinone-4
2,3-Epoxy-
menoquinone-4
riginfronf
j
●1.1・
0
0
1l
OO.51.O 1.OCRfveluel
Fiぼ.1-1巳TLC・ladi・chr。ma¢・gT'arnandauヒ。radi。9rarn。fme咽uinone寸me艦abdi`e5㎞
竃he蛎v¢rofwI轟r`ユri凪pre【rεa【edrat
無処 置 ラ ットの肝臓中代 謝物 と比較 し、Rf=0.57に 新 たな代謝物(代 謝 物 一4)
が認め られ 、この代 謝物の 量比は 未変化体 の約23%に 相 当 した.TLC上 、代 謝物 一4
は2,3-epoxy-menaquinone-4の合成 標品 と同 じR,f値を示 した 。代謝物 一4の 構造 を明 ら
かにす るために 、preparativeTLCで分 画、精製 しGC-MSに 付 した 。Fig.1-19
に 、代 謝物 一4と2,3-epoxy--menaquinone-4の合成 標品のE【 マススベ ク トル を示 した 。
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代 謝物 一4は 、弱 い分 子 イオン ピーク(H+)460と と もに 、M/Z444(M+-O),
417〔H+-HC(CH3)z]を示 し、69に 強 いbasepeakが 認め られた 。M/Z69は 不 飽
和 イ ソプレノイ ド単位 に 由来す るピークで 、menaquinone-4に極め て特徴 的な フ ラグメ ン
トイオ ンであ る。また 、H/Z462に 、'4C原子に よる2マ スユニ ッ ト増加 した ピー クも
存 在 した。
代 謝物 一4の フラグメ ンテ ーシ ョンパ タ 一ーンは 、213-epoxy-menaquinone-4の合成標 品
の フ ラグメ ンテ ーシ ョンパ ター ンと良=く一 致 して お り、代 謝物 一4は2,3-epoxy-
menaquinone-4である と同定 され た 。
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推定代謝経路
上述 したように、ラットの尿、胆汁および肝臓より4種の代謝物 を単離 ・同定 し、尿お
よび胆汁には主にグルクロン酸抱合体として排泄されることを確認 した。これちの代謝物
の構造かち推定され るmenaquinone-4の代謝経路を、Fig,1-20に示 した。
転『
幅
± 【咽
ロ魅
'勉
↓ エKac'dl1＼
ロ轍
＼
一(魁_一 〉
[2,3-epoxy一ト!q-4】
COOH -一 一 一>Glucuranld6
[MQ-4-COOH]
メヲー o〕ddaUon
COOH
GIucuronlde
/
000H
【Kacid皿】
Fig.1-20Possiblemeヒabolicpaヒhwaysofmenaquinone-4CM9-4)
ラット胆汁中にmenaquinone-4の末端カルボン酸体(代 謝物一3>が 検出されたことか
ち、menaquinone-4の初発代謝反応は、イソプ レノイ ド側鎖末端のω一酸化であると推察
され、さらに酸化されて末端カルボン酸体に変換 した ものと考えられる。末端カルボン酸
体は、ひきつづきアシルCoA化合物に変換するものと推定され 、生成 したアシルCoAはβ
一酸化の基質とな り得るので、イソプレノイド側鎖のω一末端かち順次β一酸化 を受 けて、
KacidIに 対応する側鎖が7炭 素のカルボン酸に代謝されたものと思われる。さちに、
KaCidICoAが生 じ、β一酸化 と側鎮の還元によ り、KacidHに 対応す る側鎖が
5炭素のカルボン酸へ代謝 された ものと考えちれる。
呼気排泄を検討 した結果 、投与量の約0.5%のi4COzが 認め られたことより、β一
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酸化 に よる短鎖 化反応が さ ちに進行 して いるこ とが示唆 された が 、その量は わずか であ り、
Kacidllが 最終代謝物 と推定 され た 。KacidIIで β一酸 化が 止まるの は 、側鎖が
5炭 素 よ り短 くなる とキ ノン骨格 によ る立 体障害が生 じ、β 一酸 化の酵 素反応 が阻害 され
るため と考 えられ た。 また 、上 記のmenaquinone-4-COOH体、KacidIお よびKacid
皿 は 、各 々のハ イ ドロキ ノン体 に還 元 され 、1,4-一 永 酸基の1個 ある いは2個 がグル
クロ ン酸抱 合反応 を受 けて 、グル クロナイ ドと して胆 汁お よび尿 中に排 泄 され る もの と推
察 された 。これ らについては直 接的な 証拠はな い もの の 、menadiOi}eの代謝物 として キ ノ
ール のモ ノグル クロナイ ドが 単離 され 、構造決 定がな され てい るt5,こ とか ち 、mena-
quinone-4も同様な代 謝 を受 ける もの と考 え られ る。キ ノンか らキ ノールへ の還 元は 、 ミ
クロゾ ーム に存 在す る ビタミンKreductaseが関与す る と言 われ てお り、Whitlonら16}
は2種 のreductaseの存 在 を指 摘 して いる 。
一方 、warfarin前処 置 ラ ットの肝臓 よ り、2,3-ePoxymenaquinone-4が初め て単離 さ
れた 。正常 ラッ トの肝臓 では検 出で きな か った こ とよ り、warfarinによ って蓄積 した も
の と推 察 された 。
ところで 、これ までのphylloquinoneの代謝研 究の結 果か ら 、phylloquinone
phylloquinoneepoxideサイ クル の存在が 明 ちか に され て いる 且6、18,。Phylloquinoneは、
グル タ ミン酸残基 を有す るプ ロ トロン ビン前駆 体を γ一カル ポキ シル化 して 正常 プロ トロ
ンビンへ変換 させ るのに必須 の物質 であ るが 、この時 、Phylloquinoneはhydroquinorle体
とな り、カルボキ シ レーシ ョンと同時に 自 らは2,3-epoxideに変 換す る 。正 常状態 では 、
2,3-epoxideはepoxidereductaseによ りphylloquinoneにもど り、再 びhydroquinone体
とな り、正 常プ ロ トロ ンビンの生成 を行 う(phylloquinone-phylloquinoneepoxideサ
イ クル)。 しか しなが ち、warfarinなどの抗 血液凝 固剤 を投 与 す ると 、phyiloquinone
2,3-・epoxideはphylloquinoneに変換 されず 、正常 プロ トロ ンピ ンの生 成が抑制 され 、そ
の 結果 、ビタ ミンK依 存性の 血液凝固 因子の活 性は急 速に 低下す る 。な お 、warfarinなど
の 抗血液凝 固剤の作用 に関 しては 、ePoxidereductase16)あるいは ビ タミンKreduc-
tase'g)の阻害に基づ くとの 報告がな されて い る。
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今 回 、2,3・-epoxidemenaquinone-4の存 在 が 確 認 さ れ た こ と か ら 、Fig.1-20に 示 す
よ う に 、menaquinone-4もphylloquinoneと同 様 にhydroquinone-epoxide
quinone-hydroquineneのサ イ ク ル を と り作 用 し て い る も の と 考 え ら れ た 。
以上 の結果 よ り、menaquinone-4はphylloquinoneと同様の 経路で代 謝 され ることが明
らか とな った 。 した がって 、naphthoquinone環の3位 の 不飽和 アル キル 側鎖は 、飽和 した
アル キル側鎮 と全 く同様に代謝 され るもの と推察 され た 。
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第4節 ラットでの胎盤通過性および乳汁移行
新生児および乳児のビタミンK欠乏症の予防投与法の検討
ヒトのビタミンK欠 乏性出血症は早期新生児期にのみ発症す ると考えられてきたが、
1964年 、新生児期を過 ぎた幼若乳児にもビタミンK欠 乏による出血傾向がみちれるこ
とがChooによ り報告20)された。日本においても、1975年 飯塚 らにより幼若乳児のビ
タミンK欠乏性出血症が報告 された21)。本症は高率に頭蓋内出血を起こすために死亡率
が高 く、予後 も不良であ り、しかも主 として 母乳栄養児に発症す ることか ら大きな社会的
関心を集めている。
本症はビタミンKの 投与によりほぼ完全に予防できる疾患であ り、本症予防のために母
体にビタ ミンKを 投与す ることが臨床上有用であるとの報告がなされてきている。しか し
ながら、前臨床での基礎的検討は未だ不充分であ り、ビタミンKの 胎仔および乳汁への移
行については不明な点が多く残されている。なかでもmenaquinone-4の胎仔および乳汁へ
の移行性についての解明は遅れてお り、全 く明 らかにな っていない状況である。そこで著
者は 、母体へのビタミンK投 与による新生児 ・乳児のビタミンK欠 乏症予防の可能性を追
求す るために、[3'-14C]menaquinone-4をラ ット母体に投与し胎仔および乳汁への移行性
について定量的に詳細な検討を加えたので、以下に論述す る。
1)胎 仔移行
妊娠19日 目のラ ットに〔3'一,4C]menaquinone-4を経口投与(4㎎/kπ)し た時の、血
液中放射能濃度の推移をFig,1-2ユに示 した。投与後1時 間で放射能濃度は ピークにな
り、以後急激に減少 し、4時 間以降は緩やかに減少するパターンを示 した。この結果は雄
性ラットおよび非妊娠雌ラットに投与した場合、さらに妊娠時期 を変えて投与 した場合も
同様であ り、経口投与 された[3'-i4Clmenaquinone-4の消化管か らの吸収は速やかで、か
つ血液中かちの消失 も速いことが認め られた。
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胎仔への放射能の分布を見るために、まずオートラジオグラムとイメージアナライザー
による解析を行った。
Fig.1-22は妊娠13日 目のラットに経口投与(4㎎/kg)した時のオ ートラジオグ
ラムで、白い部分が放射活性を表 している。1時 間後では胃と小腸上部付近に未吸収の投
与液による高い放射能が認め られたが 、これ ら消化管 を除 くと肝臓に最も高 い放射能が存
在 した。この時、羊膜、胎盤には放射能が認め られたが、胎仔および羊水には認め ちれな
か った。
4時間後では肝臓中濃度は更に高くな り、次いで副腎、心臓あるいは腎臓に高い放射能
が認め られ 、胎盤、羊膜 も1時 間後より高くな った。また、胎仔への移行 もわずかながら
認め られたが、胎仔への移行は他の組織に比べ遅かった。24時 間後では、胆汁中排泄に
よる高い放射能が存在す る消化管を除 き、肝臓をは じめ全身かちの放射能の減少が認めら
れた。
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ljg.123には妊娠19日 目のラットに経口投与(4㎎,kg)した時のオ 一ートラジオ
グラムを示した.投 与後1時 間では消化管を除き肝臓が最も高 く、胎盤にも肺と同程度の
放射能の移行が認められた。しかしながら、胎仔あるいは羊水には放射能はほとんど認め
ちれなかった。4時 間後では母体の肝臓中濃度が最も高く、胎仔の全身にも放射能の移行
が認めちれた。特に胎仔の肝臓に高く移行 しているのが認めちれたn24時 間後では妊娠
13日日と同様に、消化管 を除く全身から放射能は減少 した.
妊娠19日 目のラットに経 口投与 した時の、投}チ後1時 間、4時 間のオートラシオグラ
ム(fig.123)を イメージアナ ライザ ーによ り定量化してfig.124に示した.投
与後1時 間の胎仔には放射能の移行が認め られないのに対し、・4時間では胎仔の肝臓に比
較的高い分布が認め られ、その濃度は約10nci/9で あつた.rig.125は 投与一後
4時間の胎盤、胎仔周辺の拡人図であり、放射能の移行によ り各胎仔の全身像が明瞭に判
別で きるとともに、胎仔肝臓への明ちかな移行が観察された。この イメ ジアナライザ
では、より識別 しやすい色調を自由に選択していくこ とが 可能であ り、オ ートラジオグラ
フィ の新 しい技術 としてその有用性は極めて大きく、本実験でもその有用性を実証する
ことができた。
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つ ぎに計測法 での検討結果 を述べ る。rig.126に 妊娠13日 目の ラ ッ トに経 口投 与
(4㎎/㎏)し た時 の 、紐織 内放射能濃度の推移 を示 した 。母体組織 で最 も高 い放射能 濃
度 を示す のは肝臓で あ り、投 与後1時 間 、4時 聞 で各A.19.2四eq./g,】4.6
μgeq./gの値 を示 し、[t4Cl旧enaquinone-4の肝 移行性は良好で あ った 。胎 仔の全身 内
濃度は投与後1時 間 では母体の 血液 中濃 度の1.5%に す ぎな いが 、4時 聞後 、24時 間
後 とな るにつれて母体 血液中濃度は減少 す るのに対 し胎 仔全身内濃度はk昇 して母体血液
中濃度の24%,170%と な り、胎仔 中へ 放射能は緩徐 に移行す るこ とが認め ちれ た 。
一 方 、胎盤中 濃度は胎仔 全身内濃度 よ りも常に高 く、血液 ・胎盤関門の存 在が示 唆 された 。
妊娠19日 目の ラ ッ トに経口投 与(4囎/㎏)し た時の 、組 繊内放射能濃 度の推 移を
rig.1-27Aに 、胎仔 の組繊内放射能濃度推 移 を1ig.127Bに 示 した,、薬物投
与後1,4お よび24時 間の 胎仔全身内濃度は 各 々18ngeq./9,123ngeq./9,
97ngeq./gで あ り、母体 血液 中濃度の0,5%,14.1%,132.9%に 相当 し
た 。 したが って妊娠19日 目において もi'4Clmenaquinone-4は母体血液中か ら速やか に
消 失 してい くのに対 し、胎仔へ の移行 は緩徐に持続 してい ると考 えられ た 。胎盤 中濃度は
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投 与 後1,4お よ び24時 間 で 各 々794ngeq、/g,660ngeq./g,215
ngeq./gで あ り 、 各 時 点 の 胎 仔 全 身 内 濃 度 は 胎 盤 中 濃 度 の2.3%,1&6%,
45.1%で あ っ た 。 い ず れ も 胎 仔 全 身 内 濃 度 の 方 が 低 く 、 こ の こ と か ら も 血 液 ・胎 盤 関
門 の 存 在 が 示 唆 さ れ た 。1982年 にShearerら22}は ヒ ト の 脇 帯 血 中 にphylioquinone
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が検 出で きなか った ことよ り、phyiioquinoneに対す る血液 ・胎盤関 門の存在 をは じめ て
指摘 した 。最近 、liamulyakら23)、お よびGuillaumontら24}は、妊娠 ラ ットにお ける
phylIoquinoneの胎盤 移行性 を検 討 して 、 ラ ットにお いて も同 じく血液 ・胎盤 関門が存 在
す る ことを報告 しているが 、今 回 、menaquinone-4につ いて も類 似 した 結果が認め られ た 。
一 方 、胎 仔の組織 内分布 を検討 した結果(Fig.1-27-B)、 投与後4時 間 で最 も放
射能 濃度が高 いのは肝臓 、つ いで消 化管で あ り、各 々216ngeq./g,150ngeq.
/gの 濃度の放 射能が認め られ 、24時 間 では各 々219ngeq./g,652ngeq./9
とな り、消化管 濃度 は4時 間後 よ りもさちに上昇 した 。経 時的 に胎 仔の消 化管濃度 が高 く
な ってい くことか ち、胎仔 において も胆汁 中排泄がす で に活 発に行 われて いる ことが示唆
され た。
なお 、妊娠13日 目と19日 目にお いて 、乳 腺中濃度 は比較 的高 い状態で推 移 してお り、
乳 汁 中へ の移行が示 唆 され た。
妊 娠13日 目お よび19日 目の胎仔一 匹あた りに 、投与 総放射 能の 何%が 移 行 した か を
Table1-11に 示 した 。投与 後1時 同 、4時 間お よび24時 間で 、妊娠13日 目と19
日目の胎仔 中の放射能比 率は各 々1=28,1:67.5,1:60で あ った 。 ところで 、
妊娠13日 目と19日 目の胎仔一 匹あた りの体重比 は約1:30で あ る。 した が って 、妊
娠19日 目で は13日 目に比 べ 、よ り胎仔 中へ移行 し易 いこ とが うかが えた 。
Table1層tlPercentdistributionotヒheradioactivityfoundineachfetus
afteroraladmhistrationof二4c-menaquinone-4(4mg/kg)
topregnantrat50nday130rlgofgestation
Time(hr)
%ofdose
Day工3 Day19
?
?
??
?
O,0001土0,0000
0.OUO4±0,0000
0,0005±0.OO〔}1
O.QO28=!=0.0004
0,0270==0.0070
0.0300=tO、0051
Eユch、Laluerビpresen【sthemビanニS.Eofgfetues
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Table1-12 Cencentratienofmenaqui〔one-4andthepercentofunchangedformtototal
radioactivityineachsampleat4hrafteroralorintravenousadmini5trationof
14C-menaquinone-4(4rng/kg)topregnantrat50ndaylgofgestation
P.O.{n=3) LV.(n=3)
Sample
Cencentrationgboftota1
(μ9/9)radioactivity
Concentra亡ion%oftotal
(μ9/9)radloactivity
Plasma
Liver
Placenta
Fetarliver
1.53ア(1.7)80.4
17.282(18.8}68.9
0.921(1.O)82.1
0.084(0.1)38,8
0.747(0.3)12.8
10,025(4,5)65.9
2.230(1.O)78.7
0.29工(0.1)44.7
Eachva正uerepresentSthemean
Iable1-12に、妊娠19日 目のラットに経口お よび静脈内投与(4ng/kg)した時
の4時 間後の母体血漿 ・肝臓 ・胎盤および胎仔肝臓中の未変化体濃度、括弧内に胎盤中未
変化体濃度を1と した時の濃度比、および未変化体の総放射能に対する存在率 を示 した。
経口投与時の胎盤中には921ng/9の未変化体が存在 しているのに対 し、胎仔肝臓中に
はその約10%に あたる84ng/9の未変化体が存在 した。ビタ ミンKの 肝臓での生理的
必要量をTaggartら25⊃は4.5ng/g、Haroonら26,は8～44n9/9と推測 してお り、
今回得 ちれた量はビタミンKの 肝臓での生理的必要量を十分に満た しているものと推察さ
れた。なお、胎仔肝臓中の未変化体の存在比率は約40%と 母体の他の組織より低かった
が 、この要因として
1)代謝物の方が未変化体より胎盤移行性が高い
2》胎仔の肝臓中でmenaquinone-4が代謝される
ことが考えちれた。投与後4時 間で、静脈内投与時の胎盤 と胎仔肝臓中の未変化体濃度は
経ロ投与時の濃度に比べて高いが、胎盤 と胎仔の濃度比は㌍脈内投与で1=0.1、 経口
投与でも1:0.1と 全 く同様であることかち、胎仔の肝臓中濃度は胎盤中濃度に依存 し
ていると推察された。
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以上の結果より、母体へmenaquinone-4を経 口投与すると、血液 ・胎盤関門による阻止
効果は受けるものの、ビタミンKの生理的必要量 を十分に満たす量のmenaquinone-4が持
続的に胎仔中へ移行することが明ちかになった。これ より、妊婦にmenaquinone-4を経 口
投与することは、胎児および新生児のビタ ミンK欠乏性出血症に対する予防投与法 として
有用であると推察 された。
2)乳 汁移行
出産後14日 目の ラットに経口投与(4㎎/㎏)し た時のs血 液中放射能濃度 と乳汁中
放射能濃度の推移をFig.1-28に示 した。血液中放射能濃度は投与後1時 間でCmaxと
な り、以後急速に消失 していくのに対 し、乳汁中濃度は投与後1時 間以降より上昇 し高濃
度で持続することが観察 された。血液中放射能濃度に対す る乳汁中放射能濃度比は 、投与
後3時 間、6時 間、24時 間で各 々3.0,13.8,65.1で あ り、[i4C}mena-
quinone-4は乳汁中へ移行 し易く高濃度で持続することが認め ちれた。
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各時点で哺乳 した乳児の血液中放射能濃度を測定 した結果、投与後6時 間では
14ngeq./ml、24時間後では29ngeq./皿1に相当する放射能が乳児血液中に認めら
れた。したがって、[i4C]menaquinone-4は乳汁を介 して乳児の消化管よ り吸収され 、乳
児の体循環へ移行することが示された。
っぎに投与後3～6時 間および24時 間時点の各個体の乳汁をまとめて有機溶媒で抽出
し、カラムクロマ トグラフィ 一ー後、TLCに 付 した時のTLCラ ジオクロマ トグラムおよ
びオートラジオグラムをFig.1-29に示 した。乳汁中放射能のTLCに 付すまでの放射
能の回収率は95%で あり、両試料ともにTLC上 の放射能の89%はmenaqujnone-4未
変化体であった,こ れより、乳汁中へは大半が未変化体 として移行 していることが確認 さ
れた 。
画
A.R.G.
丁.L.C.
olve飢:邑enzene
89.O
/
O「191n 「ront
↓ ▲ 一 一 ↓一
、
2 1
o
o
Menaquinone-4
Kacid工,工 工
回
orlgm
-1._一
}
一 幽
一 一 一
89.0%
〆
front
し
二●
o
o
Fig.1-29T.L.C.-radiochromatogramsa〔dautoradiogramsofradioactivitylnmilk
ウ シの乳 汁中にはphylloquinonebindingProteinが存在 する との 報告27}がな されて
お り、menaquinone-4も乳汁 中へ移行 し易 いこ とか ち 、menaquinone-4bindingprotein
の存 在 も考 え られ 、今後検討 を行 う予 定であ る.
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以 上の よ うに 、ラ ッ トに4㎎/㎏ の[i4C】menaquinone--4を経 口投与 す ると、乳汁へ は
ピー ク時で約2000ng/mlのmenaquinone-4相当量が移行 し、この大 半が未 変化体 であ
るこ とが認め られた 。これ まで に ヒ ト母乳 中のmenaquinone-4含量は約2ng/皿t、ウシ乳
汁 中では4ng/副 といわれ てお り28)、ラ ッ トにおいて も同程度 と推察 され るこ とか ち、
今 回[14C]霞enaquinone-4経口投与 後 に認 め ちれ た乳 汁 中濃度は 、 これ らに比べ て も数 百
倍高 い濃度 に相 当 して いる と考 え られ る。以 上の こ とか ち 、母乳 栄養児 に発症す るビタ ミ
ンK欠 乏性 出血症 の予防 には 、母 体にmenaquinone-4を与 え るこ とで も十 分な効果 が期待
で きる もの と推察 された 。
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第5節 結語
動 物体 内での活性体 と言 われ るmenaquinone-4の体 内動態 に関す る報 告は少 な く、 しか
も従来 の報告 はtrans-cis体のmixtureで実 験が行hれ て きた 。そこ で著者 は 、まずall-
trans[i4C]menaqunone-4を合成 し、 これ を用 いて ラ ッ トお よび モル モ ッ トでの 吸収 ・分
布 ・代謝 ・排泄 について検討 した 。
All-trans[「4C】menaquinone-4の標識 部位は イ ソプ レ ノイ ド側 鎖の3「 位 と し、
farnesoiとethyl[3-14C]acetoacetateを原料 と して 、7工 程で合成 した 。最終生成 物の
(rans体の比率は96%以 上 で 、かつ比 放射能 も高 く 、有用 な合成法 を確立 す ることがで
きた 。
この['4C]menaquinone-4をラ ッ トお よびモル モ ッ トに経 口投与あ るいは静 脈内投与 し
体 内動態 につ いて検討 した結果 、以下の知見 を得 る ことがで きた。
1)[14C]Henaquinone-4を経 口投与 した 場 合、約20%の リンパ 経 由の 吸収 が認め ちれ 、
血液 中放射能濃度 推移の結 果 よ り、同程度 の門脈 吸収の寄 与 もある ことが うかが えた 。 ラ
ッ トでの経 口吸収 には胆汁 が必須 であ り、放 射能の 血液 中へ の移行 は速や かで 、かっ血液
中か らの消失 も速 か った 。PhyllOquinoneと比 較 してmenaquinone-4の方 がCmax値 は
高 く、速効性が期待 で きる もの と思 われ る。また 、連 続投与 して も、血液 中放射能濃 度に
顕 著な変 化は認め られ なか った 。
2)モ ル モ ッ トの方が 、経 口投 与時の 吸収率は低 か った 。
3)標 的臓 器であ る肝臓へ の 移行は 良好 で 、組織 中か らの消失 は比較 的遅か った 。
4)主 排泄 経路は胆汁 中排泄で あ り、連 続投与 して も尿 ・糞 中排泄率 に変化は なか った。
一方 、[i4c]phylioquinoneでは 、腎臓経 由の排 泄比率 が高 か った 。
5)尿 中代謝物 の約80%は 酸性 代謝物 であ り、尿中放 射能の約50%は 抱合 体 と して 存
在 した 。
6)ラ ッ ト尿お よび胆汁か ら主要 代謝物 を単艇 ・精 製 し、構造決 定 を行 った結果 、主代 謝
物はphylloquinoneの時 と同 じく、KacidIお よびKacidIIIで あ り、胆 汁 には
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この他 に ω一末 端カル ボ ン酸 が存在す るの を認めた 。
7)Warfarinを前処 置 した ラ ッ トに[14C]menaquinone-4を投 与 した時 、肝 臓中に新 たな
代謝物2,3-epoxy-menaquinone-4を単離 ・同定 した 。
これ らの 結果 よ り、menaquinone-4はイ ソプ レノイ ド側鎖の ω 一末 端か ち順次 β一酸化
を受 け 、Kacid皿 に対応 す る側 鎖が5炭 素の カルボ ン酸へ代 謝 され 、つづ いてハ イ ド
ロキ ノ ン体への 還元 、グル クロ ン酸抱 合反応 を受 けて 、グル クロナ イ ドと して胆汁 中お よ
び尿 中へ排泄 され るもの と推察 された 。
生体 内にお いて 、脂肪 酸の β 一酸 化反 応は細胞 内の ミトコン ドリアお よび ペル オキ シゾ
ーム29,で起 こるこ とが知 られて いるが 、薬物 な どの外 来性化 合物 の炭素鎖 のβ 一酸 化が 、
いかな る機 構で行われ るか につ いて は現在 まで あま り明 らか に され ていな い.し か し、山
田 ちは トロンポキサ ンA2の 合成阻害剤3-[4-(1-imidazolylmethyl)phenyl】-2-propenoic
acidの側鎖短 縮にはペル オ キシゾ 一ーム の関 与が大 きい ことを報告]o}し て いる。Henaqui-
none-4にお いて認め られ た β一酸化反応 の機 序につ いては 、ペル オキ シゾ ームの関与 を含
め 、今後詳細な検 討 を加 えな けれ ばな らな い。
つ ぎに 、[i4Clmenaqujnone-4をラ ッ ト母体 に投与 し、胎仔 お よび 乳汁へ の移行性 にっ
いて検 討 した 。その結果 、menaquinone-4を経 口投与す る と血液 ・胎 盤関門 によ る阻 止効
果は 受 ける ものの 、 ビタ ミンKの 生 理的必要 量 を十分 に満 たす 量のmenaquinone-4が持続
的 に胎仔肝臓 中へ移行 す るこ とが明 らか にな った 。一・方 、乳汁 中放 射能 濃度は 母体の血 液
中放射 能濃度 よ り高 い状 態で推 移 し、長時間 持続す る ことが認め られた 。投 与後24時 間
の乳汁 にお いて も、その放射能の84%はmenaquinone-4未変化体 であ り、menaquinone-
4は 極め て乳汁 中へ移行 しやす い ことが 示唆 され た 。
以上の検 討に よ り、menaquinone-4の休内動態 の全 容をは じめ て明 らか にす ることがで
きた 。 したが って 、今回の 結果はmenaquinone-4を用 いた 居礎 および臨 床研究 に対 して 、
多 くの重要な示 唆 を 与え るもの と考 え ちれ る。
一52一
第2章 可溶化剤 によ るaIl-transmenaquinone-dの体内動態 の差異 にっ いて
第1節 序
ビタミンKは 、血液凝固因子であるプロ トロンピン(皿 因子)、V皿因子、IX因子 、X因
子の生成に関与 してお り、ビタミンK欠 乏に基づく低プロ トロンビン血症や出血症状に必
須のビタミンである。ビタ ミンKは 脂溶性ビタ ミンのひとつで、可溶化するには界面活性
剤が必要であり、一般にはポ リオキシエチレン硬化 ヒマシ油(以 下HCO-60)が 用い
ちれている.し かし、HCO-60を 可溶化剤として用いている注射剤によるショック症
状が報告されるようにな り、HCO-60と シ ョック症状発現との関連性が懸念されてき
ている。
一方、ビタミンKの ような脂溶性 ビタミンは一一般に水に難溶性のため 、投与する際の剤
型および投与方法によって、分布をはじめとする体内動態が大 きく異なってくる可能性が
考 えちれる。実際に、小沢 らは[3H]coenzymeQgを異なる3種 の溶媒;
1)[thano1/水,2)HCO-50,3)プ ロピレング リコール
で可溶化し、ラットに静脈内投与 したところ、可溶化系の相違により放射能の分布様式が
大 きく変化することを報告川 している。
そこで、著者は、HCO-60に 代わり得る新 しい可溶化剤 として精製大豆レシチンに
注 目し、精製大豆レシチンのmenaq(sinone-4の体内動態に及ぼす影響について,HCO-
60と の比較検討を行った。第2節 では、二つの投与剤型(HCO-60ミ セル系および
精製大豆レシチンミクロエマルジ ョン系)で のラットにおける[T4Clmenaquinone-4の体
内動態について、invivo、invitroの両面かち比較検討を行った。第3節 では、精製大
豆レシチンミクロエマルジ ョン系でのイヌにおける体内動態 について検討 し、その詳細を
明ちかに した。
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第2節HCO-60と レシチン可溶化系の ラットにおける体内動態の比較
界面活性剤 としてHCO-60あ るいは精製大豆レシチンを用 いた2種 製剤の体内動態
の特徴を明確にすることを目的として、ラ ットでのinvivOおよびinvitroでの比較検討
を行った。その結果を、血液中濃度 、分布 、代謝および排泄の順に論述 し、各製剤の特徴
について考察 した。なお、両製剤の基本処方に従い、[3'一!4Clmenaqujnone-4をその7倍
量(w/w)のHCO-60を 用いて可溶化 した製剤 を以下H、1.6倍 量(w/w)の
精製大豆 レシチンを用いて可溶化 した製剤を以下Lと 表記する。
1)粒 子径
Lの粒子径は、光散乱法およびNegative染色による電子顕微鏡写真よ り求めた結果、
40～50nmであった。Lは 黄色半透明の溶液であり、ミクロエマルジ ョンと推定 された。
一方、Hは黄色透明のミセル溶液であり、光散乱法では測定感度(10nva)以下であ り、
粒子径は実測できなかった。Muller&Hifller32,はミセル溶液の粒子径は4～6nmと報
告 してお り、Hの 粒子径はこの値に近いもの と推察された。これよりHの 粒子径はLの 粒
子径の約1/10で あり、極めて小さいと考えられた。
2)血 液中濃度
Hあ るいはLを ラットに静脈内投与(4㎎/kgあるいは0.5㎎/㎏)し た時の、血液
中放射能濃度の推移をFig.2-1に示 した。
Lを4㎎/㎏ で投与 した時の血液中放射能濃度は2相 性で減少 し、消失半減期はt、/。
αが17分 、tレ 、βが10.7時 間であり、o.5㎎/kgの場合 もほぼ同様の推移を示
した。一方.Hを4㎎/㎏ で投与 した時も2相 性に消失 したが、消失半減期はt置/。αが
22分 、tl/、βが22.1時 間であ り、血液中かちの放射能の消失はLの 方が遼やかで
あった。この結果は0.5㎎/kgで も同様であった。4㎎/kg投与後24時 間までの血液
中放射能濃度より算出 したAUCは 、Hが73.2μg・hr/mlであるのに対 し、Lは
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38.5μg・hr/mlであ り、Hの 約50%に す ぎな か った 。
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Fig.2-1Bloodlevelsofradioactiv童tyafterintravenous
administraヒionof[1℃ 】menaquinone-4torats
Eachvaluerepresentsthemeanofthreeanimals.
3)分 布
放射能の生体内分布
HあるいはLを ラットに静脈内投与(4㎎/㎏)し た時の、放射能の体内分布をTable
2-1に 示 した。
L投与後1時 間では放射能は肝臓、および副腎に高く分布 し、次いで脾臓〉肺〉血漿 ・
腎臓 ・心臓の順に高かった。一方 、脳への分布は低かった。投与後1時 圃以降いずれの臓
器においても放射能濃度は経時的に減少 したが、24時 間後でも副腎、肝臓 、心臓におい
ては、1μgeq,/gを越える放射能が認め られた。標的臓器である肝臓の放射能濃度は、
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投与後1,6お よび24時 間で各 々61.3μgeq./g,13.7四eq./g、3.7
μgeq,/gであり、各血漿中濃度を1と した時の相対濃度は13.6,22.1,
21.0で あった。投与後1時 間の肝臓中総放射能は投与放射能の52.8%に あたって
お り、Lの 肝移行性は良好であることが認め ちれた。
一一方、H投 与後1時 間では放射能は副腎に高 く分布 し、ついで肝臓〉脾臓〉肺 ・血漿の
順に高く分布 した。Lと 同 じく脳への分布は低かった 。この時の肝臓申総放射能は投与量
の30.5%に 相 当したが、Lに 比べ肝臓への移行率は低値を示 した。投 宇後1時 間以降、
いずれの臓器にお いて も放射能濃度は経時的に減少 したが、24時 間後でも副腎、血漿お
よび心臓中放射能は2ngeq./gを越えてお り、Lに 比べて消失は遅 く、血液中放射能の
消失の遅れ と対応 していた。肝臓中放射能濃度は、投与後1、6お よび24時 間で各 々
35.4四eq./9,5.3μ9eq./9,1.4四eq./gで あ り、いずれの時点におい
て もLの場合よ り低か った。また、各血漿中濃度を1と した時の相対濃度は、各 々3.1,
1.1,0.6で あった。
以上の結果よ り、Lの 方が標的臓器である肝臓への移行性に優れてお り、さちに血液中
からの消失は速やかであ ると結論 された。
Tab且e2-1Tissuedistributionofradioacヒivityafterintravenous
adrninistrationof〔14C]menaquinone-4(4mg/1{g}torats
Concentraしion(μgmenaquinone-4eq./9)
lhr6hr
「
24hr
し L
?ー
L H
Brain
Heart
しung
Liver
Kidney
Adrena正
Spteen
Plasma
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
。
?
?
?
?
?
0.3
4.8
12.2
35.4
5.8
69.6
15.6
11.5
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?ー
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?。
?
?
?
?
0.0
1.4
0.4
3.7
0.4
5.2
0.7
0.2
0。1
2.1
0.8
1.4
0.8
4.1
1.0
2.3
Eachvaiuerepresentsthemeanofthreeanimals.
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単蓮潅流肝での放射能の取 り込み
ラットの単離肝臓を1%牛 血清アルブミンを含む緩衝液で灌流 し、Hあ るいはLの 肝臓
への取 り込み と胆汁への移行 を比較 した。緩衝液にHあ るいはLを 持続注入 し、肝臓中を
単回灌流させた時と2時間にわた りrecycIeさせた時の結果 をfig.2-2に示 した。
Singlepassおよびrecycleのいずれの方法においても、Lの方が肝臓に取 り込まれ易
く、取 り込み量において両製剤周に大 きな差異が認め られた 。また、胆汁への移行量もL
の方がHよ り約2倍 多かった 。以上の結果は、invivoの結果とよく相関 していた。
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HepaI㏄yteへの取 り込み
ラ ッ ト肝初代培養 細胞(105c ,ells/Plate>を用 い、Hあ るいはLの 細胞内へ の取 り
込み を検討 した結果 をfig.2-3に示 した 。
Lの 細胞内への移 行は 、Hに 比較 して1.5～2倍 高 く、Lの 方 がHよ りも肝細胞 内へ
の移行性 が高 いことが認め ちれた 。
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肝 細 胞 内 分 布
[3'-i4C】Menaquinone-4の肝 細 胞 内 へ の 分 布 を 検 討 す る た め に 、Hあ る い はLを ラ ッ ト
に 静 脈 内 投 与 し 、 肝 臓 を ホ モ ジ ナ イ ズ 後 遠 心 分 画 し た 。 肝 臓 の ホ モ ジ ネ ー ト を500Xg・
5分 の 低 速 遠 心 に 付 し 、 非 破 壊 細 胞 お よ び 細 胞 残 淳 を 除 い た 。 つ い で900Xg・10分,
12500Xg・20分,105000×9・60分 の 遠 心 沈 渣 に 分 離 し 、 各 々 核 、 ミ ト コ ン
ド リ ア 、 ミ ク ロ ゾ ー ム 分 画 と し 、105000Xg・60分 上 清 を 遠 心 上 清 分 画 と した 。 マ
ー カ ー エ ン ザ イ ム の 分 布 をTable2-2に 示 し た 。Succinate-・cytochromeCreductase
は ミ ト コ ン ド リ アs⊃,の 、NADPHcytochromeCreductaseはミ ク ロ ゾ ー ム34,の マ ー カ ー
エ ン ザ イ ム で あ る こ と か ら 、 ミ ト コ ン ド リ ア が 主 に12500xg沈 渣 に 、 ミ ク ロ ゾ ー ム が
Table2-2Subcellulardistributienofproteinandenzymes
inratliver
900xg 12500xg
ヒ
10SOOOxglO5000xg
SU
Protein★
Succinate-cytochromeC
reduc七ase★ ★
NADPH-cyヒochromeC
reducヒasett
31.5
25.4
2.2
19.2
73.6
3.9
11.9
6.7
22.2
37.4
0.6
0.8
★;percent
★★:nmolLescytochromeCreduced/min/mqpro七ein
Eachvaluerepresentsヒhemeanofthreeexperiments
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主 に105000x9沈 渣 に分布 してい るもの と考 え られた 。
Lあ るいはHを 静脈 内投 与後 、15分 お よび60分 の肝臓 中各オルガ ネ ラへの放射 能の
分布 をTable2-3に示 した 。投 与後15分 では両製剤 と もに ミクロゾ ーム中 に最 も高い
放 射能が認め られたが 、Lの 場合 は534ngeq./rgProtein、Hの場合 は342ngeq.
/rgproteinであ り、Lの 方が 高か った 。さ ちに60分 後(4mg/kgお よび0.4mg
/kg)では 、Lの 方がHよ りすべ てのオル ガネ ラで有意 に高値 を示 した 。作 用発現 の場で
あ るミクロゾ 一ーム 中濃度は4ng/㎏ でLはHの2.5倍 、0.4ng/㎏ では2.2倍 高 く、
肝 細胞内移行 にお いてLの 方が よ り有用性が 高い ことが認め ちれ た 。
一方 、4ng/㎏ のL投 与後15分 か ち60分 にか けて 、 ミトコ ン ドリア中濃度の みが上
昇 して いることが観察 され た 。Ihierryら3s,は、phyiloquinoneの投与量 を増やす とミ
トコン ドリア中に貯留 され て いく可能性 を報告 してお り、今回の 結果は 、過 剰量の 肝臓中
menaquinone-4は、phylloquinoneと同様に ミ トコン ドリア中へ 移行 し貯留 され る可能性
を示唆 して いる と推察 され た 。
T包ble2-311)tracelluIardlsしributionofradioactiviしy重111iverafter
inしrav¢nousadminisl,raしiotlof[i4C】menaquinonc-4しoraヒs
【
H
Co量1(}{三rltration(ngIVQr-4eq./ingproヒein)
4㎎/kgl5min
Nuclea18
MiしochOi幽dria
Microsomes
Supernntant
4m島/3{960min
NitClear
Mitochol量dria
Mic「osomes
Supernat.ant.
O.4㎎/1く960min
Nuclear
Miヒochondria
MiC「osomes
S1」pernaしatlし
126.8±20.9
2・42.5上10.0
534.1±50.1*
391.8土23.3**
248.4±
118,1±
347.9±
168.1±
】3.9±
32.O±
36.0±
21.8±
7.7
6,2*
7.9**
6.0**
1.2*
3.6**
2.6**
1.6**
148.1±10.2
211.2±187
342.1±28、8
220.4土 ユ6.1
74.1士10.1
90.0±5.8
140.4±12.2
121.7±L8
8.2士0.8
8.9±1.1
16.1±1.3
12。6±0.9
Eachvaluerepresenしsthemean±S.Eofthreeanima置s.
*:IKO.05,**:pく0.Ol
M年4:menaquinone-4
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ラ ッ ト肝 ミクロオ ー トラジオグ ラフ ィー
Lを ラッ トに静脈 内投与(4rg/㎏)し 、15分 お よび60分 後 に肝臓 を灌流 し、単離
後 、一部 組織 を0.C.T,co■pound(HilesScientifjc,U,S.A.}で包埋 して凍結 した 。7幽 厚
の粗織切片 をCojdtome{HodelCM-41,Sakura,Japan)を用 いて切 り出 し、乾燥後 、乳剤 をか
けて露出 した。この時の ミクロオー トラジオグ ラムの一例 をFig.2-4に示 したeい ずれ
の 時間にお いて も、放射能 は肝実質細胞 内に多 く分布 して いる ことが認め ちれた 。 したが
って 、Lは 肝臓 の作 用発現部位 へ確実 に移行 して いることが示 唆 された 。
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4)代 謝
Invitroでの代謝 活性
Hお よびLをNADPH生成 系存在 下、 ラ ッ ト肝 ミクロゾ ーム とインキ ュベ ー トし、代謝物
の生 成速 度 を比較 した 。この時生成す る代謝 物は 、TLC上 、イソプ レノイ ド側鎖末 端の
ω水 酸 化体 と推定 され るHetabolite1(M-1)のみ であ った 。代謝 物M-1の 生成 速度
を丁able2-4に示 した 。Hの 場 合は 、3、99nmole/30min/mgproteinであ った
の に対 しsLの 場合 は5.01nmole/30min/mgProteinであ り、Lの 方がM-1の
生成 活性 は高か った 。
この結果 よ り、Lの 方が ミクロゾ ーム中menaquinone-4代謝 酵素 との親和性 が高く 、異
化反 応 を受 け易い ことが示唆 された 。
TabIe2-4 lheacしiviしyofmenaquinone-4nleしabolizing
ellzymeintheraしIi>ermicrosome
Enzymeacしiviしy
(nmoteM-1formecレ30min/frngprotein)
H
L
3.99±O.13
5.Ol±0.26*
Eachvalucrepretent.stherrK}an±SE.of
ヒhreeexperimenしs.*:p〈io.05
血漿中の存在形懸
HあるいはLを ラットに静脈内投与(4㎎/kg)し 、15分 および60分 後の1血漿をア
ガロースゲル電気泳動に付 した時のオートラジオグラムをrig.2-5に示 した。各製剤お
よび各製剤をinvitroでラット血漿と30分 周インキュペ 一ートした時の結果も併せて示 し
た。Lの 場合は、Fatred4Bによる脂質染色の結果か ちも、投与後15分 で既に リボ蛋白
と同様の位置に泳動され 、製剤そのものとは異なる挙動 を示 したのに対し、Hの 場合は、
投与後60分 の血漿において もs血漿巾放射能の約65%はHCO-60ミ セル として存
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在 していることが認めちれたeし たがって 、HCO-60ミ セルはレシチンの ミクロエマ
ルジョンと異なり、かな り安定であると考えられた。
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尿 ・糞中の存在形韓
HあるいはLを ラットに静脈内投与(4㎎/㎏)し た時の 、24時 圃プ 一ール尿および糞
中代謝物を比較 したところ、両製剤間に差異は認められなか った、
尿中には未変化体は認め られず、90%以 上は原点に位置す る極性代謝物であった。こ
の尿 をβ一glucuronidaseで処理すると、KacidIおよびKacid皿 に一致するところ
にピークが生 じることから、尿中代謝物はKacidIお よびKacidllの グルクロン
酸抱合体と推察 された。一方、糞中には未変化体が存在 してお り、さらに側鎖末端カルボ
ン酸体、KacidIお よびKacid皿 とRf値 の一致する3種 の代謝物が認めちれた。
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5)排 泄
尿 ・糞中への排泄
HあるいはLを ラットに静脈内投与(4㎎/㎏)し た時の、放射能の尿 ・糞中排泄率を
Table2-5に示 した。
L投与後24時 間までに投与放射能の9.5%が 尿中へ 、55.3%が 糞中へ排泄され、
投与後7日 目までには各々11.1%,9ユ.5%と なった。一方、Hで は投与後24時
間までに投与放射能の9.1%が 尿中へ、43.2%が 糞中へ排泄され 、投与後7日 目ま
でには各々12.2%,84.3%と なった。Lに 比べHの 糞中排泄は遅い傾向にあった。
また 、これらの結果よ り、両製剤ともに、大半が胆汁を経由 して排泄され ることが示唆 さ
れた。
Tabie2-5 Cumulaしiveurinaryandfecalexcretiollsofradioacしivity
afterintravenousad抽illistr・aし10nof〔14Cjmenaquinone-4
(LorH,4mg/kg》torats
L ??
Time
(day)
Urine Feces Urine Feces
%ofdose?
?
?
?
?
?
?
9.5±0
10.5±0
10.8土O
la9±O
lLO±0
11.1±O
l1.1±0
255.3±3.2
283.8±4.8
288.4士4.3
289.5±=4.4
290.4±4.5
291.1±46
291.5士4.7
9.1±08
11.0±09
11.5土09
11.7±10
12.0±10
12.1±10
12.2±1.0
43.2±9.4
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80.3±6.6
81.8±6.3
82.9±6.1
83.7±6.O
&1.3±5.9
Each>aluerepresenしsthemean±S .E.ofthreeanima[s.
胆汁中排泄
HあるいはLを ラットに静脈内投与(4㎎/㎏)し た時の、放射能の胆汁中排泄率を
Fig.2-6に示 した。Lを 投与 した時は、投与後4時 圃までに投 与放射能の61.8% 、
48時 間までに82.4%が 胆汁中へ排泄されたのに対 し、Hで は各々46.6%,
65.6%で あった。この結果より、Lの方が胆汁中排泄速度 ・量ともにHよ りも大 きく、
胆汁中へ排泄され易いことが認め られた。この結果は、血液中放射能の消失における両製
剤間の差異と良 く対応 していると考えちれた。
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第3節 レシチン可溶化系のイヌでの体内動態
MenaquiRone-4のイヌにおける体内動態についての報告は皆無であり、その血液中濃度
分布 ・代謝 ・排泄については、これまで全く明 らかにされていない。そこで今回、イヌに
おけるmenaquinone-4の体内動態を明ちかにする目的で、【3'-i4C]menaquinone-4を用い
た検討を行ったので以下 に詳述する。
ところで、イヌはHCO-60に 対 して極めて過敏に反応 し、ヒスタミンの放出を引き
起こすことが知ちれている。この結果 、イヌはシ ョック様の明らかな副作用症状 を呈する
ため、Hの 投与は困難 と予測 された。したがって、イヌにおけるHとLの 製剤間の差異に
っいても検討を行い、ラットとの種差について考察を加 えたいところであったが、本節で
は、Lの みの投与 とし、その血液中濃度 ・分布 ・代謝 ・排泄についての検討結果を述べる。
1)血 液中濃度推移
ビーグル犬3頭(約12.5㎏)にLを 静脈内投与(4㎎/㎏)し た時の、血漿と血液
中の放射能濃度の推移および血漿中未変化体濃度の推移をFig.2-7に示 した。
血漿中未変化体は2柑 性で減少 し、投与後の消失半減期はtユ/。αが12分 、ti/2β
が16時 間であった。また 、投与後24時 間までのAUCは24.8"g・hr/皿1であった。
血液中放射能は血漿中に局在 しており、投与後6日 目においても同様であった。血液中
放射能のt、/2βは20.5時 間であり、ラットの場合(し 、/2β:10.7時間)と 比
較 して約2倍 長く、消失は遅かった。これは['4C】menaquinone-4の主排泄経路が胆汁中
排泄であ り、胆の うを持たないラットの胆汁中排泄は連続 しておこるために、ラットの排
泄の方が速やかなため と推察 された。また、投与後24時 間までの血漿中放射能のAUC
は52.2"9・hr/mtであり、未変化体のAUCは 放射能のAUCの47.5%に 相 当し
た。未変化体の消失は放射能の消失に比較 して速く、代謝物の消失に遅れが認めちれた.
この要因の一つに、代謝物の腸肝循環が考えちれた。
投与後48時 聞以降の血液中放射能の消失半減期は54.9時 間であ り、さらに遅い消
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失相のあることが示唆された。
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2)放 射能の体内分布
Lの静脈内投与(4㎎/kg)後1時 間および24時 間における放射能の分布 をTable
2-7に 示 した。投与後1時 間では、胆の う胆汁および胆のう中放射能濃度が極めて高く、
血漿中濃度の各々222倍 、109倍 であった。これ より、イヌにおいて も胆汁中排泄が
速 く、かつ大きいことが示唆された。ついで肝臓、脂肪、副腎、脾臓 、肺の順に高く、血
漿中濃度に比べ各 々17.9,3.5,3.O,2.6お よび1.3倍 であ った。この時
の肝臓中総放射能は投与量の47.6%に あたってお り、作用部位である肝臓への移行性
は良好であることが認めちれた。さらに肝臓中放射能の約60%は 未変化体であることか
ら、十分な薬効が期待できると考えちれた。一方、脳、眼 、動脈、精巣、神経および血球
中放射能濃度は低かった。
Table2-7TlsstLedisしributionotradioactivityafterintraveneus
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投与後24時 間では脳下垂体、骨髄中放射能濃度が持続 しているのを除き、いずれの臓
器においても放射能濃度は低下 した。しか し、胆のう胆汁、胆の う中濃度はまだかな り高
く、肝臓中にも8.4四 未変化体当量/gの 放射能が残存 してお り、肝臓中総放射能は
投与量の5.1%に 相当し、消失は比較的遅かった。
ラットと比較 し、脂肪への移行が高いこと、肝臓 、副腎からの消失が少 し遅いことを除
き、分布の傾向は類似 していた。
3)放 射能の存在形態
Lの静脈内投与{4ng/kg)後の血漿中放射能の うち、未変化体の占める割合は、投与
後5分 、30分 、1時 間、2時 間、4時 間、8時 間および24時 間の各時点で、各々
94.6%,85.1%,59.0%,28.2%,8.0%,3.4%お よび3,1%
であ り、経時的に代謝物の存在比率が増加 した。
投与後1時 間の肝臓 、腎臓 、血漿、胆汁および膀胱尿中放射能の存在形態をTable
2-8に 示 した。肝臓 、腎臓および血漿中には約60%の 未変化体とともに、末端カルボ
ン酸 、KacjdI,Kacidllが各・?1%前後存在 し、残 りは構造未知の極性代謝物であ
った。胆汁および膀胱尿は大半が極性代謝物であった。
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一68一
24時同プール尿中には未変化体は認め られず、KacidIが0。5%、KacidIII
が4%存 在 し、残 りは極性代謝物であった。この尿 をHC1-HeOH試薬で処理すると、新た
にKacidIお よびKacid皿 のメチルエステルと一致する誘導体が13.1%認 め
ちれた。これよりKacidIお よびKacid皿 の抱合体の存在が示唆 された。
糞中代謝物のTLCオ ー トラジオグラムをFig.2-8に示 した。糞中には3.2%の 未
変化体が存在し、主代謝物は末端カルボン酸(11.6%〉 であった。またKacidI
(3.2%),KacidII(5.0%)の 他にラットでは認められなかった代謝物M-
1～5が 存在 してお り、ラットとイヌの代謝経路に種差が認め られた 。さらに原点に
43.0%の 極性代謝物が認め られた。M-1と2は そのRf値 か らイソプレン側鎖に水
酸基が導入された代謝物 、M-3と4はKacidIよ り側鎖の長いカルボン酸体と推察 さ
れ、イヌの主代謝経路は、側鎖のω一酸化、ついでβ一酸化による短鎖化反応 とともに、
側鎖に対する異なる位置での水酸化反応である可能性が示唆された。
糞をHC1-HeOH試薬で処理すると、原点の極性代謝物のうち55%が 水解され 、新たに
末端カルボン酸メチルエステル(14.6%)とKacidIお よびKacidHメ チル
エステル(6.2%)が 生成 したことか ら、これ らの抱合体の存在が示唆された。
o・igi・笹 も 試♂ ♂ ♂ Front
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4)尿 ・糞中排泄
Lの静脈内投与(4ng/㎏)後 の、放射能の尿中および糞中への累積排泄率をIable
2-9に 示 した。但 し、投与後1日 目までは3頭 につ いて検討 し、以後8日 目までは2頭
について検討 した。投与後1日 目までに尿中へは投与放射能の3.3%、 糞中へは
56.8%が 排泄され 、8日 目までには尿中へ4.3%、 糞中へ78.3%、 計82.6
%が排泄された。
この結果より、イヌにおいてもmenaquinone-4の主排泄経路は胆汁中排泄であることが
示唆された。しか し、ラットと比較 し、尿 ・糞中排泄率は低く、特に尿中排泄率はラット
の約40%で あった。
Table2-9 CumulativeurinaryaTidfecalexcretionsofradioactivity
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第4節 結語
[3'-i4CJMenaquinone-4をHCO-60あるいは精製大豆レシチンを用いて可溶化 し、
HCO-60ミ セル系(H)と レシチンミクロエマルジョン系(L)で の体内動態 をラッ
トを用いて比較 ・検討 した ところ、以下の結果が得 られた。
(1)血中かちの消失はLの 方が速やかであり、HCO-60ミ セルは血漿中で安定に存
在 した。
(2)肝臓への移行性はLの 方が優れてお り、標的部位である肝実質細胞の ミクロゾーム
中濃度も、Lの方が高 く推移 した。
(3)灌流肝およびhepatOCyteにおいて もLの 方が取 り込まれ易 く、invivoの結果と相
関 した。
(4)肝 ミクロゾーム酵素 との反応性は、Lの 方が高かった。
(5)胆汁中排泄速度および排泄量はLの 方が高く、体外への排泄はLの 方が速やかであ
った。
(6)尿 ・糞中代謝物は同様であ り、tota1としての代謝経路に差はなかった。
今回認め ちれた両製剤間の差異は
[1]HCO-60ミ セルの粒子径は小さく極めて安定であ り、異化 ・排泄を受けにくい、
[2]精製大豆レシチンの脂質成分と肝細胞膜および膜酵素との親和性が大きい.
ことにより生 じていると推察 された。また、[1]に 述べたように、EICO-60ミセル
は分解されにくく血液中に長 く留まる特性があ り、この点はHCO-60の 抗原性発現の
一要因になっている可能性 を示唆していると考えられた.
以上のことより、精製大豆 レシチンミクロエマルジ ョン系は作用発現部位へ移行 し易く、
血液中かちの消失と休外への排泄はHCO--60ミ セル系より速やかであるという特徴が
明 ちかになった。したがって 、レシチン可溶化系製剤はHCO-60製 剤より有効性 と安
全性において優れていると考えられ、臨床での有用性が示唆 された.今 後、他の脂溶性化
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合物の可溶化にも、界面活性剤 として精製大豆レシチンを用いることは体内動態上有用と
考えちれ、今回の結果はその基礎データとして重要と思われる。
一方 、ビーグル犬にLを 静脈内投与 し、menaquinone-4の体内動態を検討 した結果の概
要は、次のようにまとめ られる。
(1)血漿中未変化体は2相 性に減少 し、その消失半減期はt、/2αが12分 、t、/2β
が16時 間であった 。血液中放射能の消失は ラットに比べ約2倍 遅かった 。
(2)肝臓への移行性は良好で、静脈内投与後1時 間の肝組織中には、投与量の47.6
%が分布 した。
(3)放射能は、胆汁、胆のうに極めて高 く分布 し、ついで肝臓 、脂肪、副腎、脾臓に高
かった。一方、脳、眼は低 く、全体としてラットの分布傾向と同様であった。
(4)代謝物として末端カルボン酸体、KacidLKacid豆 およびそれちの抱合体
が存在した。また、糞中にはラットでは認め ちれない代謝物が存在 し、代謝経路に
一部種差が認め ちれた 。
(5)投与後8日 目までに尿中へ投与量の4.3%、 糞中へ78.3%が 排泄され 、主排
泄経路はラットと同 じく胆汁中排泄であることが示唆された。また 、ラットと比較
し、尿、糞への排泄は遅かった。
イヌ にお けるmenaquinone-4の体 内動態 につ いての報 告は現 在 まで皆無 であ り、今 回の
検討 結果は 、menaqujnone-4の種 差 を含 む体 内動 態 を説 明 して い く上 で重 要であ る と考 え
ちれ る 。
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第3章 類縁イソプレノイ ド化合物の体内動態
第1節 序
ポ リイソプ レノイ ド化合 物 である ドリコール な どが糖 蛋 白の合 成 を促進 す るこ と36-一]B}
や 、イソプ レノイ ド側鎖 を有す るビ タ ミンE、CoenzymeQ、。が細 胞膜の 安定化作 用 を有 す
るこ と39-p41)などの報告が な され てい る。そ こで、著者 らは イソプ レノイ ド系化 合物の薬
理作用 に着 目し、主にD一 ガ ラク トサ ミンお よび 四塩化炭 素肝障害 動物 を用 いて 、イソプ
レノイ ド鎖の 長さ、飽和度 、官能基 の異な る一 連の 化合物 をス ク リーニ ング して きた 。そ
の結果 、[-0712がラ ッ トでのD一 ガ ラク トサ ミン肝 障害 に対 し顕著 な改善 作用 を有 し、四
塩化炭 素肝障害 に対 して も有意 な改善 作用 を示 す こと を認め た42)。E-0712は、Fig.3-
1に示 す よ うに鎖状 イ ソプ レ ノイ ドとmorpholineとを縮合 させ た新規 化合物 であ る。著者
はE-0712の体 内動態 を明 らか にす る目的で 、[3-i4C]E-0712を用 いラ ッ トにおけ る吸 収 一
分 布 ・代謝 ・排泄 につ いて詳細 な検討 をすすめ て きた 。
ところで 、[-0712の鎖 状 イソプ レノイ ドの長 さはmenaquinone-4およびphylloquinone
と共 通 にイ ソプ レン4単 位か ら構 成 され てお り、不飽和 の位 置は異な る ものの 極めて類似
してい るこ とか ら、鎖状 イ ソプレ ノイ ド部 分の代 謝お よび官能基 が異 な ることに よる体 内
動態 の差異 に興 味が もたれ た 。そこで 、第2節 で は 、[-0712の尿中代謝 物 、肝 臓中代謝物
お よび肝 ミク ロゾ ーム によ って生 成す る代 謝物 を同定 し、[-0712のラ ッ トにお け る代謝経
路 をmenaquinone-4の場合 と比較 し考察 した 。第3節 で は 、[-0712の体 内動態 について 、
D一 ガ ラク トサ ミン肝障害 ラ ットを用 いて検 討 し、正常 ラッ トとの差異 にっ いて考察 した 。
/し〉し〉し>!>9G)
Fiq・3-lStructure。fE-0712andlabeエedp。siti。n。fl恥C(*)
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第2節[-0712の ラ ットにお ける代謝経 路
肝 ミクロゾームによる代謝鞠の同定
E-0712の代謝経路のうち、初期の代謝反応 を知る目的で 、肝 ミクロゾームによって生成
する代謝物について検討を行 った。[14C】E-0712をNADPH生成系の存在下に肝 ミクロゾー
ム とインキュベートすると、Fig.3-2-Aに示すよ うに、少なくとも4種以上の代謝物
が生成 し、主代謝物はRf=0.40に 認め られ るM-1と 、Rf=0.47のM-2で
あった。一方、[14C][-0712をラ ットに経口投与(100㎎/㎏)し 、肝臓中放射能濃度
がピークとなる投与後3時 間の肝臓中放射能の存在形態は、Fig.3-2-Bのオートラジ
オグラムのパターンを示 した。肝臓中放射能に対する未変化体の割合は5%と 低 く、6個
以上の代謝物が認められ、そのいずれもが、TLC分 析上、E-0712に比較 して極性の増 し
た化合物であった。この うちの2個 は、invitroで生成 した代謝物M-1.M-2と 一致
し、各 々肝臓中放射能の約10%ず つをしめていた。経口投与後の肝臓中にもM-1お よ
びM-2が 存在することが認めちれたため 、E-0712の代謝経路の初期の部分を明 らかにす
るには、M-1お よびM-2の 構造 を知ることが重要 と考 えられた。そこで、E-0712を
NADPH生成系の存在下に肝 ミクロゾームとインキュベ ーシ ョンした後、これ ちを単離精製
し、GC-MSを 用いて合成標品 との比較を行い、同定することを試みた。
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rig.3-3に、M-1お よび 合成標品4-(16-hydroxy-3,7,11,15-tetramethy1-6,10,14
-hexadecatrienoy1)morpho)ineのトリメチル シ リル(TMs)誘 導 体のEIマ ススペ ク ト
ル を示 した 、単 離 された代 謝物 と合 成標品 は同一の マス スペ ク トル を示 し、いずれ も分 子
イオ ン ピーク(M+)m/Z463,お よびm/Z448(M+-CH3),373(M+一丁HSOH)のフ
ラグメ ン トイオ ンが 認め ちれ た 。ペース ・ピー クは ともにm/Z73(TMS)で あ り、他
ノ　ヘ ロ 　
に皿/z114(coNLP)・129(H∋ccoNL9),156(cH3cHcHzco縄し9),236
(HOHzCん～燃 ・〈CH3)および238に 顕著 な フラグメ ン トイオ ンが認め ちれ た 。これ
よ り、M-1はE-0712のω一水 酸化体 であ ると同定 され た 。
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つ ぎに、M-2お よび 合成標 品4-(15-carboxy-3,7,11-trimethyl-6,10,ld-hexadeca-
trienoyl)morpholineのメチル エステル体 のEIマ ス スペ ク トル をFig.3-4に示 した 。
こち らも、単離 され た代謝 物 と合 成標品は 同一の マス スペ ク トル を示 し、いずれ もm/z
419(H+).388(H+-CHsO}の フラグメ ン トイオ ンお よびallylicclcavageによ
る旧/z306.238.170,114の 顕著 な フラグ メ ン トイオ ンが認め られ た 。 した
が って、M-2はM-1が さらに酸 化 され たE-0712のω一末端 カル ボン酸体で ある と同定
された.
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[14C][-0712経口投与時の放射能の尿中排泄
[14C】[-0712をラットに経日投与(100㎎/kg)し 、尿中に経時的に排泄され る放射
能を測定 した。Table3-1に示すように、投与後24時 間までに投与放射能の50%が
尿中へ排泄された。別の実験(Fig,3-13)で[14C]E-0712の胆汁中排泄が30%近 く
あることからt経 口投与時の結果とあわせると、[-0712の消化管吸収率は80%以 上と極
めて良好であると考 えられた。
Table3-lCLunulatiVeurinaryexcretionof
radioactivityafteroraladministration
of[」℃]ErO712(10C」■4r∂toraヒs
Time
lofdose(h
r)
O_2449●52±6.37
0-4850。83土6・38
0-Z2051.24士6,36
0一 工6851。30±6.37
而ean土s.E冒n冒3
[-0712の主 排 泄 経 路 は 尿 中 排 泄 で あ る こ と か ち 、 尿 中 代 謝 物 の 構 造 を 明 ち か に す る こ と
で 、E-0712の主 代 謝 経 路 が 推 定 で き る と 考 え 、 つ ぎ に 尿 試 料 の 分 析 を 行 っ たe
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投与 後24時 間 までに排泄 された尿 を塩 酸酸性下酢 酸エ チルで 抽出す る と、尿 中放射 能
の75%が 抽出 され た。酢酸 エチル抽 出物のTLC一 ラジオ クロマ トグラムお よびオ ー ト
ラジオ グラムを 、Fig.3-5に示 した 。大 き く2つ の画分 に放 射能 の ピー クが認め られ る
こ とか ら、Rf=0.45の ピ ークをfraction1,Rf=O.22の ピ 一ーク をfraction2
とした 。つ いで 、preparativeTLCによ り精 製 し、非標識体 投与 時の標 品に した 。
尿 中代謝物の ガス クロマ トグラフ ィー
[-0712を経 口投与(100㎎/kg)し た ラ ッ ト尿か ち 、上記 と同様 にFraction1およ
びFraction2を精製 し、ジアゾメ タンでメ チル 化 した後 、ガス クロマ トグ ラフ ィーで分
析 を行 った 。[-0712の経 口投 与 を行 って いな いラ ッ ト尿抽 出物 か ら、上記 と全 く同様に し
て精製 したFraction1およびFractjon2相当画分の ガス クロマ トグ ラム には ピー クが
認め ちれなか った(fi9.3-6-A)の に対 し、[-OTI2投与尿 のrraction1には大 きく
2本 の 、Fraction2には1本 の ピ ークが存 在 した。(Fig.3-6-B)
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Fraction1に存在 す る代 謝物 をM-3(保 持 時間;7.6分)お よびM-4(保 持 時
間;5.0分)、Fraction2に 存在 す る代謝物 をM-5(保 持 時 間;3.6分)と 命
名 し、っ ぎに 、GC-MSに よ る検討 を行 った 。なお 、これ ら3種 の 代謝物は 、TLC上
の挙動 よ り、いずれ もmorpholine骨格 を有 す るカル ボ ン酸で ある と推定 された 。
尿 中代 謝物の同定
M-3～5の メ チルエ ステル 体につ いてGC-MS分 析 を行 い 、各t(の合成標 品 と比 較
した 。rig.3-7にM-3お よび 合成標 品4-(9-carboxy-3,7-dimethyト6-nonaenoy1)
morpholineのメチルエ ステル体 のEIマ ススベ ク トル を示 した 。M-3メ チルエ ステル は
皿/Z311(M+),238(basepeak,H+-H3COOCCHz),170,156,129,
114お よび88に フラグメ ン トイオ ンを示 した 。 いずれ の イオ ンも図に示す構 造で説 明
で き、標品 とも同一の マスス ペ ク トル を示す こ とか ら、M-3はmorpholineを保 持 し、イ
ソプ レノイ ド側鎖の短 くな ったカルボ ン酸であ る と同定 され た 。
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Fig.3-7EImassspectraoだmeヒhylatedderivativesofauthentic4-{9.carboxy-
3,7-dimethyl-6-nonaenoyl)morpholine`且)and皿eヒabolite-3`B,
Fig.3-8に はM-4お よ び 合 成 標 品4-(7-carboxy-3-methyloctanoyl)morpholineの
メ チ ル エ ス テ ル 体 のEIマ ス ス ペ ク ト ル を 示 し た 。M--4メ チ ル エ ス テ ル は 弱 いH+イ オ ン
一79一
(m〆z285)お よび 蹴/z254(M+一一CH∋0),198,156,129(basepeak),
114,87に フラグメ ン トイオ ンを示 し、いずれの イオ ン も図の構 造で説 明で きた 。標
品の マススペ ク トル と も完全 に一 致 してお り、M-4は 図 に示 す よ うに 、M-3よ りさ ち
に側鎖 の短 いカル ボ ン酸 であ る と同定 され た 。
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F⊥g.3-8E工massspectraofmeヒhylaヒedder⊥vativesoEauthenヒic4-{7-carboxy-3・-
meヒhylocヒanoy1,morpholine{A,andmetabol⊥te-4(B,
M-5お よ び 合 成 標 品4-(5-carboxy-3-methylpentanoyl)morpholineのメ チ ル エ ス テ
ル 体 のEIマ ス ス ペ ク トル を 、Fig.3-9に 示 し た 。 両 者 の マ ス ス ペ ク トル は 極 め て よ く
一 致 して お り 、 マ ス ス ペ ク トル 上 に はm/z243のH+イ オ ン お よ びm/Z212(H+-CHBO),
170(M+-H3COOCCH≧),156,129,114,87等 の フ ラ グ メ ン ト イ オ ン が 認 め
ら れ た 。M-5は 尿 中 の 主 代 謝 物 で 尿 中 放 射 能 の 約50%を し め て お り 、 こ の 構 造 は
morpholine骨格 を 有 す る7炭 素 の カ ル ボ ン 酸 で あ る と 同 定 され た 。
M-3,M-4お よ びM-5に つ い て は さ ち に 単 離 精 製 し 、 最 終 的 に は 合 成 標 品 と マ ス
ス ペ ク トル な ら び に ユH-NMRス ペ ク トル を 比 較 し た 。 い ず れ も 合 成 標 品 と 一 致 す る こ
と か ら 、 代 謝 物 の 構 造 を 同 定 し た 。 な お 、M-4の6位 が 飽 和 し て い る こ と は 、tH-
NMRス ペ ク トル に お い て 、5.18ppmにlH分 ト リ プ レ ッ トに 出 現 す る6-CHの ピ ー
ク が 完 全 に 消 失 し て い る こ と か ら も 確 認 さ れ た 。
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Fig.3-9E工massspectraofmeヒhyユatedderivat⊥vesofauヒhentic4-〔5-carboxy-3-
rneヒhylpenヒanoyl)morpholine{A)andmetabolite-5{B)
推 定 代 謝 経 路
以 上 の 結 果 か ら 、[-0712の ラ ッ ト に お け る 推 定 代 謝 経 路 をFig.3-10に 示 し た 。
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E-0712は、吸収 された後肝 臓へ移行 し、肝 ミク ロゾ ーム酵素 で ω 一酸化 され 、ω 一末端
アル コ ール ・M-1と な り、 さらに酸化 されて末 端カル ボ ン酸 ・M-2を 生 じる 。M-2
は直ち にアシルCoA化 合物 に変 換 され る もの と推定 され 、生成 した アシルCoAは β一酸 化
の 基質 とな り得 るの で、[-0712のω一末端 か ら順次B一 酸 化が進 行す る もの と考 え られ る。
M-2か ち3サ イ クル のβ 一酸化 によ りM・-3が生成 し、 さちにβ 一酸 化 を受 ける こ とで
M-4,M--5に 代謝 され るもの と推察 され る。な お 、今 回の検 討では 、morpholine環の
脱離 した代謝物 、morpholjne環の酸 化お よび 開裂 した代謝物等 は認め られ ず 、E-0712の代
謝は イソプ レノ ド側鎮の 一方向 にの みに限局 されて いた 。また 、[-0712の主 代謝物 はM-
5で あ り、これ よ りさらにβ 一酸化 を受 けた 、 よ り側 鎖の短 い代謝物 は認め られ なか った 。
上述 したE-0712の推 定代 謝経路は 、第1章 で 述べたmenaquinone-4の代謝 経路 と全 く同
一 であ るこ とを示 してお り、イ ソプ レノイ ド側 鎖の飽和 、不飽和 あるいはmorpholineおよ
びnaphthoquinoneとい った骨 格に よって影響 され ることはな く、鎖状 イ ソプ レノイ ドの代
謝 は共通で ある と推察 された 。また 、M-5は7炭 素の 側鎖か ちな る末端カル ボ ン酸 で 、
KacidIと 同一で あ り、ここで β一酸化が止 ま るの は 、morpholine環お よび酸 ア ミ ド
結合 部のか さ高 さのため と考 え ちれた 。
一82一
第3節E-0712の 正常お よびD一 ガラクトサ ミン肝障害ラットでの体内動態の比較
[14C]E-0712をS.D.系正常 ラ ット、お よび24時 同 前にD一 ガ ラク トサ ミン(500
㎎/kg)を 皮下注射 して作成 したD一 ガ ラク トサ ミン肝 障害(D-Gal.)ラッ トに経 口投与
(100㎎/㎏)し 、血液 中放射能濃 度推移 、尿 ・糞 ・呼気 ・胆汁 中への放 射能の排 泄 、
体内分 布 、肝 ミクロゾ ームで の代謝活性 、お よび臓 器 中放射能の存在 形態 につ いて比 較検
討 した。病態の確認 はヘパプ ラスチ ンテス ト(HPT)で 行な い、[i4C】[-0712投与 直前
のHPT値 は正常 ラ ッ トで27.8±0.2(秒)、D-GaLラ ットで123.0士
10.3(秒)で あった 。
血液中放射能濃度推移
[-0712は脂溶性化合物であるが、正常ラットでの リンパ吸収は7%に すぎず 、主に門脈
を介 して吸収され、その吸収率は80%以 上 と良好な値を示 した。両動物に[14C][-0712
を経口投与 した時の血液中放射能濃度推移をFig.3-11に示 したe
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血 液 中放 射能濃度は正 常 ラ ッ トでは投 与後2～3時 間 に最大値 に達 し、以 後緩や か に減
少 したが 、D-Gal.ラットでは投与後3～4時 間 に最大値 とな り、正常 ラ ットに比べ高 濃度
で推 移 した 。D-Ga1.ラッ トのAUC。-z。hr値は 、正 常 ラ ッ トの3.5倍 高か った 。
放射 麓の排澄
放射 能の尿 ・糞 ・呼気 中排 泄率 を、Fig.3-12に 示 した 。
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正常 ラットでは投与後48時 間までに尿中へ投与放射能の51%、i糞中へ約40%が 排
泄されたのに対 し、D-Ga1.ラットでは尿中へ77%、 糞中へ18%が 排泄されたvD-Ga1.
ラットでは正常ラットに比べ糞中排泄が低下 し、その分腎排泄が増加 したもの と考えちれ
た。一方 、両動物とも呼気中排泄は認め ちれなかった。したがって、代謝物M-5よ りさ
らに側鎖が短 くなっていく代謝反応およびモル フォリンアミド側の解裂は起こちないもの
と考えられた。
「ig.3-13に投与後24時 間 までの放射能の胆汁中排泄率を示 した。正常ラットでは
投与後24時 圃までに投与放射能の27.1%が 胆汁中へ排泄 されたのに対 し、D-Ga1.ラ
ットでは9.9%と 約1/3に 低下 した。D-Gal.ラットでは胆汁中排泄率の顕著な低下が
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生 じているが、Fig.3-12の結果より経口吸収率の低下はないものと考 えられるので、
肝機能の障害が起こっているものと推察 された。
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放射饒の分布および存在形態
血液中放射能濃度 ピーク時点(正 常ラットでは投与後2時 間、D-Ga1.ラットでは投与後
Tabie3-2T■ssued土stributionofradioactivitya七 ヒhetinne
ofhighestleve上ofbloodradioactivity
Tissue
μgE-0712eq./号orml
Normat D-Gal.
Dタレ
Normal
8min
Adipose髄ssue
Muscl∈
Testis
Thymus
Hear吐
LUfig
Stemach
Smallintestine
Pancreas
Spleen
Kidney
Adrenal
Liver
副ood
Pla5ma
O.821
6.29B
3,245
L825
4.90ヨ
6.974
9.248
226.577
224.〃2
5.979
3.661
55.897
11.985
ULO26
7.030
n.066
2.718
26.872
7.783
5.249
11.132
置6,727
16.980
355.970
93.189
L7.737
10.621
72.53r
31.029
102.824
19.99ア
35.131
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
Eachvaluerepresenヒs
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ヒhemeanofthueeanimal9
3.5時 間)で の 、放射能の組織分布 をTable3-2に示 した。血液中放射能濃度は
D-Ga1.ラットの方が正常ラットに比べ2.8倍 高く、大半の組織は血液中濃度に依存 した
放射能濃度の上昇を示 したが 、肝臓中濃度はD-Ga1.ラットの方がやや低かった。D-Gal.に
よる肝細胞障害の進行により、肝細胞の薬物の取 り込み能力が低下 しているものと推察 さ
れた。同時に、この時点での血漿 ・肝臓および腎臓中の未変化体と各代謝物の定量を行 い、
Table3-3に示 した。
Table3-3Concenヒraヒionofunchangedforrnand匝etabolitesin
plastua,1iverandkidney
回asma しiver Kidney
岬/吊～ μ,/1 μ,/,
閥orm訓 D-G訓1. Normal D-Ga1. Norm訓 D-Gal.
E-0712 0.82 1.20 4.39 8.63 1.61 5.00.
M-・
剛1～)曝 ・憲[}2
0.34 5.10. 8.53 9.96 0.97 3.4P
M-2_糊 嘔 0.32 2.69奪 6.93 10.36 0.59 3.29傘
M.3賦 く人くん晦 LO7 3.70ゆ 8.69 5.27 3.24 4.52
M.4照 人くん晦 N.D, N.D, 7.59 3.30 4.47 3.33
匹5瞭 へ人亀 0.79 N.D. ア.26 3.97 7.72.. 3.54
・PくO.05・.Pく0.01
Eachvaluerepresentsヒhemean。fヒhreeaiiitnals
病態の血漿では、正常ラットに比べM-1,M-2お よびM-3の 濃度が有意に高いの
に対 し、病態の肝臓では、β一酸化を順次受けることで生成するM-4お よびM-5の 濃
度が正常ラットより低下 しているのが認め られた。病態の腎臓では血漿および肝臓での結
果を反映 して、正常 ラットに比べ未変化体、M-1お よびM-2の 濃度が高 く、M-5の
濃度が低かった。この結果から、D-GaI.により肝臓の[-0712代謝酵素系が影響を受けてい
ることが予測されたので、っぎに肝 ミクロゾ ー-tムの[-0712に対する代謝活性を比較 した。
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肝 ミクロゾ ームでの代謝活性
正常 ラ ットお よびD-Ga1.ラットの 肝臓か ち調 製 した ミクロゾ ーム を用 い、NADPH生成 系
存在 下 、E-0712に対 す る ミクロゾ ームの代謝活 性 を比較 した 。その結果Table3-4に 示
す よ うに 、両 ミクロゾ ームのE-0712に対 す る代 謝活性 は等 しく、両者間 に差異は認め られ
なか った。 したが って 、この 条件下で は 、E-0712の代謝 に関与す る ミクロゾ ーム の活性変
化 は生 じて いな いと推察 され た 。
Tab工eユ ー4 Theac七ivityofE-0712皿eヒabclizinqenzy皿e
inthe=at=1iverm土crosomes
nmolmetabolitesforme〔γ gprotein/30min
Normal
D-Gai
48.57±2.59
49.98=ヒ1.74
Eachvaluer∈pr已sen七5themean±S・E・of3expe=iment二s
以上の結果より、D-Gal.ラットではM-3以 下を生成するβ一酸化酵素系が障害されて
いるために、M-1お よびM-2は 以後の代謝を受けにくく、しか も、まだ腎排泄され る
には脂溶性が高いために、長時間血液中に留まるものと考えちれた。
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第4節 結語
各種薬 物性肝 障害 に対す る改善作用 を有 す る[-0712の、 ラッ トにお ける体内動態 を検討
した 。
[-0712を構 成す る鎖状 イソプ レノイ ドは 、イ ソプ レン4単 位か ら構成 され 、mena-
quinone-4およびphylioquinoneの側鎖 と極め て類 似 して いる 。そこで 、官 能基お よび 不
飽和 の位置が 異な るこ とに よ り、[-0712の鎖状 イ ソプ レノイ ド部分 の代謝 に差異が 生 じる
か否 か を明 らかにすべ く、E-0712の代謝 経路 につ いて検 討 した 。そ の結果 、肝 ミクロ ゾー
ム によ って生成す る代謝 物 を同定 す ることに よ り、E-0712の代 謝経路 の うちの初期反 応 に
関す る知見 を、また尿 中代謝物の 同定 を行 うことによ り、それ にひ きつ づ いて起 こる代謝
反応 に関す る知見 を得 るこ とがで きた 。肝 ミクロゾ ームで の生成 代謝物 と して ω 一末端 ア
ル コール(M-1)お よび ω 一末端 カル ボン酸(M-・2)を 同定 した こ とか ち、[-0712の
初 発代謝 は肝 ミクロゾ ーム での ω一 酸 化で あ り、つ いで生 成 したM-1が さらに酸化 され
てM-2に な ると考 え られた 。尿中代 謝物 と して3種 の代謝物 が 明 らか にな った が 、いず
れ もmorpholineを有 し、 イソプ レノイ ド側鎖が 順次短 くな った カル ボ ン酸 であ った 。これ
ちはM-2が アシルCoA化合物 とな り、ω 一末 端か ち順 次 β一酸化 が進行 して生ず る もの
と考 え られ 、menaquinone-4およびPhylloquinor}eと同一・の経路 で代 謝 され る もの と推察
され た。 したが って 、鎖状 イ ソプ レノイ ドの代 謝は 、側 鎖の飽和 、不 飽和 、ある いは
morpholineおよびnaphthoquinoneとい った 環構造 によ って も影響 され てお らず 、極め て共
通性 の あるこ とが見 い出 され た 。 しか し、[-0712におい て見 ちれた β一酸化反応 の機序 に
ついて も、ペルオ キシゾ ーム の関 与をは じめ 、今後詳 細 に検 討す る必 要が あ る。 さらに 、
[-0712の体 内動 態 について 、D一 ガ ラク トサ ミン肝障害(D--Ga1.)ラットを用 いて検討 し、
正 常 ラ ットとの差異 について比 較 を行 った 。その結果 、D-6a1.ラッ トではlfiL液中 濃度が正
常 ラ ッ トに比べ 高 い状態 で推移 し、胆汁 中排泄 率の顕 著な低下 と尿 中排泄 率の上 昇が認め
られ た 。また 、肝 ミクロゾ 一ーム のE-0712に対す る 代謝活 性には 正常 とD-Gal.ラッ トとの間
に差 異はな く、M-3以 降 を生成 す るβ 一酸化酵 素系の 活性が低 下 してい る もの と推 察 さ
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れ た 。
以上の結果は、他の鎖状イソプレノイ ド化合物の肝障害モデル動物での体内動態を推察
する上で、重要な示唆を与えるもの と考えられた。
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実 験 の 部
第1章 第2節 付属実験
lCarbonyl-14ClFarnesylacetolre(4}の合成
Farnesol(1)1.93gとピリジンO.179をn一 ヘキサ ン20mlに 溶解 し、氷 冷
下三 臭化 リン1.179を 加 え1時 間撹拝 した 。n一 ヘ キサ ン層 をメ タノール/水
(4:1)30mlで 洗 い、濃縮 して無 色油状 の粗臭 化物(-)2.43gを 得た 。次 いで
(2_)とethyl【3-i4Cjacetoacetate(∠Σ)1.26g(6.66GBq,688HBq/mmo1)
を10mlの ジオキサ ンに溶 解 させ 、CH30NaO.529の エ タノ ール溶液5mlを加 え室 温
で3時 間撹拝 した。次 に水 酸化 ナ ト リウム水 溶液(lg/10ml)を 加 え2時 間還流 し、
冷却後n一 ヘ キサ ン20mlで 抽 出 した 。=有機 層 をメ タノール/水(3:1>30mlで 洗 い、
濃縮後 シ リカ ゲル カ ラム クロマ トグ ラフ ィー(溶 出溶 媒;イ ソプロ ピルエ ーテル:n一
ヘキサ ン=2:98～5:95)で 精製 し、無 色油状 の(4)1,399を 得た 。
Ethyt【3-14C】{3-nethyI-4-farnesy1)crotonate(6)の合 成
Triethylphosphonoacetate(旦>2.4gとC2HsONaO.72gのn一 ヘ キ サ ン 溶 液
30mlに(4)1.399のn-一 ヘ キ サ ン 溶 液30mlを 加 え 、 室 温 で4時 圃 撹 拝 した 、 有
機 層 を メ タ ノ ー ル/水(2:1)30mlで 洗 い 、 減 圧 下 濃 縮 し て 無 色 油 状 の(-Q-)
1.76gを 得 た 。
[3-i4C】Geranylgeraniol{7)の合成
(立)1.769の エ ーテル溶液30mlにLiAIH40.2gを 加 え、室温 で1時 間撹 拝
した 。次 いで数滴の 水を加 え濾過 した 。濾液 を濃縮後 、シ リカゲル カラム クロマ トグ ラフ
ィー(溶 出溶 媒;イ ソプロ ピルエ ーテル=n一 ヘキ サ ン=5:95)で 精 製 し、無色油
状 の(7)1.399を 得た 、
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All-trans[3'-i4C]■enaquiDone-4(11)の合成
Henadiolmonoacetate(8)2.3gのジオキサ ン/酢 酸 エチル{1:1)混 液20繭1
に(CzHs)zO・BFヨ330μ1を40-50℃の条 件下 に加 え、次に くヱ)1.399を ゆ っ
く りと加 え 、同 じく40-50℃ で3時 間撹拝 した 。冷却後 イ ソプ ロ ピ'レエ ーテル10ml
を加 え、有機 層 を水洗 、濃 縮 し、油状 の(2)を 得た.～欠いで(皇)とNa2SzO41.09
をClaisenのアルカ リ溶 液10mlに 溶解 し、30分 間 撹拝後 イ ソプ ロピルエ ーテル10ml
で抽 出 した。有機層 を酢 酸 で中和 し、水 洗後 、酸化銀1.49を 加 え45分 間 室温で撹 拝
した 。この混 液 を濾過 し、濾液 を濃縮後 、シ リカ ゲル カ ラム クロマ トグ ラフ ィー(溶 出溶
媒;イ ソプロ ピルエ ーテル:n一 ヘ キ」サ ン=5=95)で 精製 し、(]1)のcis/
trans混合物 ・約700egを 得 た 。これ を7mlのアセ トンに溶か し一60℃ で2回 再結 晶
し黄 色結晶の 目的物(11)514mgを 得 た 。
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第1章 第3節 付 属実 験
被験動 物
Nistar系雄性 ラ ッ ト(200～250g
(240～320g、 静動 協)を 用 いた。
,静 動協),Hartley系雄 性 モル モ ット
投 与液 の調製お よび 投与
【3'-i4C】Henaquinone-4(10㎎)に対 し7倍 量(w/w)のHCO-60を 加 え、超
音 波処理 に よ り可溶 化 し、最終 的に2.5ml(i.V.用〉ある いはlOm:(p.0.用)水溶液
と した 。投 与量は4㎎/㎏ と し、経 日投与 あ るいは 静脈 内投与 と した。Naphthequinone環
の8位 をi4Cで標識 した[8-14C]Phy"oquinoneはAmersham社で 合成 され 、放 射化学 的純
度 は97%以 上で あった 。
リンパ駁 収
ペ ン トバル ピタール麻 酔下 、Bojlmanらの方法4],に従 い 、ポ リエ チ レンチ ューブ
(P[50,ClayAdams)を用 いてカニ ュレーシ ョンを施 した 。覚 醒後 、[14C]menaquinone-
4を 経 口投与 した 。
尿 ・糞 ・呼気 中排泄量 の測定
動物は メ タボ リカ(杉 山元(株))内 で飼育 し、投与後7日 目まで1日 ご とに尿 ・糞 ・
呼 気 を分別 して集め た.呼 気 はモ ノエ タノ ールア ミン:メ タノ ール(1:3)で トラ ップ
した 。尿 ・呼気は直 接、糞は ホモ ジネー トし、親水性 シンチ レーター(ACS--ll)を 用
いて測定 した 。
放 射能の測 定
血液 ・リンパ液お よび組織 ホモ ジネー トをSoluene-350{Packard)0.5mlに溶 解 し、
Inslagei/0.5NHCI(9:1)6mlを加 えて放射 能 を測定 した 。放射能の測 定は 、液
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体 シ ンチ レーシ ョンカ ウンタ ー(LSCgO3.Aloka)を用 いて行 った 。
全身 オ ー トラジオグ ラフ ィー
ラ ッ トに投与後 、所定の 時間 にエ ーテル 麻酔死 させ 、直ちに ドライア イス ーヘキサ ン中
で凍 結 した 。つ いで 、UIlbergの方 法44,に準 じ、PMVク ライオ ミクロ トーム(LKB-
2250)によ り50岬 の全身 切片 を作 成 し、サ ロテ ープ上 に固定 した 。凍結乾燥 後 、オ ー ト
ラジオグ ラフ ィー用X線 フ ィルム とコンタク トし、全身 オ ー トラ ジオ グ ラム を得た 。
尿 ・胆汁中代謝物の検討
本文Chart2に示す方法により、順次尿中代謝物を分画 した。各画分について放射能
を測定 し、っいで各々をTLCに 付 し、TLCリ ニァアナライザー(LB2832,Berthold)
によ り定量 した 。一方、人工産物の生成を避けるために、凍結乾燥尿および胆汁にHCI-
HeeH試薬(東 京化成)を 加え、-A晩撹拝 し、加水分解 とメチルエステル化を同時に行わせ
た。酢酸エチルで抽出後、PreParativeTLCで精製を重ね、GC-MSに 付 した。
Harfarin前処置 ラッ トの 肝臓 中代 謝物の検 討
1時間前 にwarfarin(10ng/㎏)を腹 腔 内投 与 した ラ ッ トに 、['4Clmenaquinone-4
を経 口投与 し、2時 間後 の肝臓 を摘出 した 。20%肝 臓ホ モジネ ー トを調 製後 、酸性下 溶
媒抽 出 し、preparativeTLCで精製 を行 い、GC-MSに 付 した 。
代謝 物お よび合 成標品 のGC-MS分 析
装 置はJHS-DX300を用 い 、分析 はEI法 で行 い 、イオ ン化竃 圧は70eVと した 。カ ラム
は ガ ラスカ ラム(2m,2mmi.d,)を 用 い、カ ラム充填剤は2%ov-1chromosorb
HAH-DHCS(100-120mesh)を 使用 した 。
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化 合物
尿 ・胆汁 および肝臓中代謝 物の合成 標品は 、島田勝年 博士(エ ーザ イ株式 会社 東京 研
究所)に よ り合成 された 。合 成標品の スペ ク トル デ ータ を以下 に示す 。1H-NMRス ペ
ク トルはJEOLJHHFx100を用 いて測定 した 。
2-Hethyl-3-(15'-carboxy-3`,7',11'-trimethyl-2'、6「110',14'-hexadecatetranyl)-1,4一
naPhthoquinone[Menaquinone-4-COOH]
Hass=m/z474(H+)NMR(CDC』):1.57(d,6H),1.78(s,
3H),1.83(s,3H),2.18(s,3H),2.27(m,12H),
3.37(d,2H),5.05(m,3H},6.55(m,1H)
2-Hethyl-3-(5'一一carboxy-3'-methyI-2'-pentyl)-1,4-naphthoquinone
Hass:m/z298(H+)NMR(CDC』)
3H),2.36(br,4H),3.36(d,
7.6～8.12(m,4H)
1.81(s,3H)
3H),5.09(t
3-(3'-Carboxybuthy)-2一醗ethyl-1,4-naphthoquinone
HasS:m/z272(M+)NMR(CDC』):1.
2.0(m,2H),2.22(s,3H),2.64(m,3H)
(m,4H)
[KacidI]
,2.18(s,
,1H),
[Kacid皿]
30(d,3H),
,7.
1.5～
6～8.15
2,3-[poxy-menaquinone-4
Hass:m/z460(M+)NMR(CDC』):1.6】(s,12H),1.70
(s,3H),1.76(s,3H}
3.45(q,2H),4.83～5
4H)
,1.9～2.15(br,12H),3.0～
.23(br,4H),7.53～8.04(m,
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第1章 第4節 付属実 験
被験動 物
Nistar系雌性 ラ ッ ト(190～230g,静 動 協)を 用 いた 。
投与 液の調 製お よび 投与
[3'-i4CIHenaquinone-4(10m9)に対 して7倍 量(w/w)のHCO--60を 加 えて
超音 波処理 に よ り可溶化 し、最終 的に2.5ml(i.V,用)あ るいは ユOml(P.O.用)水溶
液 と した 。
投 与量は4㎎/kgと し、経 ロゾ ンデに よ り強制経 口投 与 した 。 また 、妊娠 ラ ッ トの実験
で は 、一部 静脈 内投 与 を付加 した 。
胎仔 移行実験
(1)全 身 オ ー トラジオ グラ フ ィー
妊 娠13日 目あ るいは19日 目の ラ ットに、一晩 絶食下 経 口投 与 した。投与後1、4お
よび24時 間にエ ーテル麻酔死 させ 、直 ちに ドライア イス ーヘ キサ ン中で凍結 した 。つ い
でUllbergの方 法 に準 じPMVク ライオ ミクロ トーム(LKB-2250)に よ り50岬 の全
身切 片 を作成 し、サ ロテ ープ(久 光製 薬)上 に固定 した 。凍結乾燥 後 、オ ー トラジオ グラ
フ ィー用X線 フ ィルム(NewA,Konica)と6週間 密着露 出 し、全 身 オー トラジオグ ラム
を得 た 。さ らに定量的 オ ー トラジオグ ラフ ィーシス テム(McID型,lmagingResearch
Co.Ltd.,Canada)によ り解析 を加 えた 。
(2)計 測分布 法
妊娠13日 目あ るいは19日 目の ラ ッ トに一晩絶食 下経 口投与 し、所定 の時間 に尾 静脈
よ り血液50μiを 採取 した 。また 、投 与後]、4お よび24時 間 にエ ーテ ル麻酔 下開腹 し、
腹 部大 動脈 よ り全採血後 、胎仔 を含 む各組織 を摘出 した 。血液はSoluene-3CO(Packard}/
2一 プロパ ノール(1:1)混 液0.75mlに 加 えて溶 解 し、過酸化 水素 水0.25mlを
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加 え脱色 させた 。各 組織は生 理食塩 水で洗浄 後 、水 分 を拭 い取 りN約50㎎ ずつ を正確 に
秤取 し、O.5皿1のSoluene-350中で溶解 させた 。つ ぎに血液お よび組織 サ ンプ ルに
Instage1(Packard)/0.5NHCl(9=1)の混液6皿1を 加 え 、放射能 を測定 した 。
また 、妊 娠19日 目の ラ ッ トに静 脈内投与 し、投与 後4時 間 に経 口投与 時 と同 じく各 組
織 を摘 出 し、放射能 を測定 した 。
乳汁移行実験
出産後14日 目のラ ットに非絶食下経口投与 し、所定の時間に乳児に哺乳させ 、直ちに
乳児を開腹 して胃の中の乳汁塊を採取 した。同時に、母体尾静脈 より血液50∬1を採取 し
た。血液および乳汁の放射能の測定は上記の方法に準 じた。
未変化 体の定量
血漿 お よび親 織ホモ ジネ 一ートは2N塩 酸でpH2～3に 調整 し、3倍 量の テ トラヒ ドロ
フラン/エ チルエ ーテル(1:1,v/v)で2回 抽 出 した 。有機層 を濃縮 し、2種 の展
開溶媒 系1)ベ ンゼ ン2)シ クロヘキサ ン/エ チルエ ーテル/エ チル アル コ ール(16=
4:3)を 用 い、TLC分 画 を行 った 。
乳 汁は3-6時 間お よび24時 間の試 料 をまとめ 、水 でホモ ジナ イズ し、酢 酸エ チル/
エ チルエ ーテル(2:1)30皿1で2回 抽 出 した 。有機 層 を濃 縮後 、シ リカ ゲル カラム ク
ロマ トグラフ ィーに付 し、n一 ヘキサ ンお よびn-一ヘ キサ ン/酢 酸エ チル(1:1)で 溶
出 した 。有機 層を濃緒 し、.ヒ記の2種 の 展開溶媒 系 を用いてTLC分 画 を行 った 。未変化
体 の定量は 、オ ー トラジオ グラム を対照 と し、TLCリ ニ アアナ ライザ ー(LB2332.
Berthold}によ り行 った 。
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第2章 第2-3節 付属実験
被験動 物
wistar系雄性 ラ ッ ト(体 重160～3009
8.5～13㎏,日 本農産(株))を 用 いた。
、静動協)及 び雄性 ビーグル犬(体 重
投与 液の調製 と投与
[3'-14C]Henaquinone-4を用い 、製剤 の処方 に準 じて 、Hはmenaquinone-4に対 し7倍
量(w/w)のHCO-60で 、Lは1.6倍 量(w/w)の 精製 大豆 レシチ ンで可溶化
し、最 終的 に5ng/mlの濃度 に調製 した 。なお 、Hに は 溶解補 助剤 と して適量の ゴマ油 と
プ ロピ レング リコ ール を 、等張化 剤 と してブ ドウ糖 を加 え、Lに は溶 解補 助剤 と して適量
の ゴマ油 と濃 グ リセ リンを 、等張化 剤 と してD一 ソル ピ トール を加 えた 。投 与量は4㎎/
㎏あ るいは0.4㎎/㎏ とし、いずれ も静 脈 内投 与 したpO.4㎎/kgの 場 合は5%ブ ド
ウ糖溶液 で10倍 に希釈 してか ち投 与 した 。
血 液中放射 能濃度の 測定
Hあ るいはLを 投 与後所定 の時間 毎に 、ヘ パ リン存 在下 、ラ ッ トでは 尾静脈 よ り50卸 、
あ るいは頸静 脈 よ り0.5皿1を 、イヌでは擁側 皮静脈 よ り2.5～5mlを 採血 した 。血液
は冷却 遠心分 離に付 し、血漿 と血球 に分 画 した 。血液 及び血 漿は その50μ1を 、血球は
20μ1をSoluene-350(Packard)/2一プ ロパ ノール(1=1)混 液0.75rn1に加 えて
溶解 し、血液及 び血球 につ いて は過酸化 水素水0.25mlを 加 えて脱 色 させ た 。～欠に
Instage1(Packard)/0.5NHC1(9:])の混 液5mlを加 えて放射 能 を測 定 した 。
組織中放射能濃度の測定
HあるいはLを 投与後所定の時間に、ラ ットはエ ーテル麻酔下、腹部大動脈より全採血
し、イヌはペントバルピタール麻酔下、頸動脈にカテーテルを挿入 し放血致死 させた。次
いで各組織を摘出 し、生理食堪水で洗浄後 、水分 を濾紙で拭い取 った。各組織から約50
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～100㎎ ずつ を正確 に秤取 し、1m肛のSoluene-350中で溶解 させ 、前述の シ ンチ レータ
ー6皿1を加 えて放射能 を測 定 した 。
尿および糞中放射僥の測定
Hあ るいはLを 投与後、直ちに代謝ケージに収容 し、自然排泄された尿及び糞 を所定の
時間間隔で分別採取 した 、尿は採取毎にケージ内洗浄水と合わせてよく混合 した後 、容量
を測定 した。その50μ1に親水性シンチレーター(ACS-ll,Amersham)6mlを加え、
放射能を測定 した。糞は水 を加えて一定重量とし、ホモジナイズ(ポ リトロン、日音医理
科器械製作所)し た。その100㎎ 前後を正確に秤取 し、1皿1のSoluene-350を加えて可
溶化後、Instagel/0.5NHCI(9=1)ユOmlを加 えて放射能を測定 した。
胆汁中排泄実験
ラット1群3匹 をペン トバルピタール麻酔下背位固定 し、開腹後総胆管にカニューレ
(PE-50,ciayAda・s)を施 した。麻酔覚醒後、Hあ るいはLを 静脈内投与 し、ボー
ルマンケージに収め、投与後所定の時間に胆汁を採取 した。胆汁は水で希釈 し、その50
nlに親水性シンチレーター(ACS一 皿)6mlを加 え放射能を測定 した。
未 変化体お よび 代謝物の定量
血漿 中未変化体 は篠の方 法28,に準 じて測 定 した 。血漿O.2mlに 内標 と してphyllo-
quinoneを添加 し、エ タノール と水 を0.5mlず つ加 え、ヘキサ ン/エ チルエ ーテル
〈1:1)3mlで 抽 出 した 。測定は酸 化 白金 触媒 をポス トカ ラム と して用 い るHPLC一
螢光検 出法に よ り行 った 。
尿 、糞及び組織ホモ ジネ 一ート中代謝物 は 、メ タノール で抽 出 した 。抽 出試料の 一部につ
いては 、β 一glucuronidase(τypeB-1,Sigma}ある いは塩 酸 ・メ タノ 一ール 試 薬(東 京
化成)で 処 理 し、メ タノ ールで 再抽出 した 。各画 分 を濃 縮 ・乾 固後 、一定量 のメ タノ ール
を加 え、超 音波 処理 を行 いなが ら再溶解 し、その うち50μ1は 放 射能の 回収 率測定 に用 い
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た 。各メ タノ ール溶液 を濃縮 し、3種 の展開溶 媒;
1)ベ ンゼン100%
2)シ クロヘ キサ ン/エ チ ルエ ーテル/エ タノール(16:4=3)
3)ク ロロホル ム/メ タノール/酢 酸(28=4:1)
を用 いるTLC分 析 に 付 した 。次 いでTLCオ ー トラジオ グラム を対 照 と し、 リニアア ナ
ライザ ー(LB2832,Berthold)によ り各代 謝物 の定量 を行 った 、
血漿 中放射麓 の存在様式
Hあ るいはLを ラ ッ トに投与 後 、15分,60分 の血漿2μ1を1%(w/v)ア ガ ロ ー
ス フ ィルム(Corning}に添加 し、バル ピタ ール 緩衝液(pH8.6)下 、電気 泳動(90
V,18mA,50分 間)に 付 した 。併せ て各製 剤 、及 び各製 剤 をinvitroで血漿 と30分
間 インキ ュベ ー トした試 料につ いて も、同 じく電 気泳 動 に付 した 。Fatred7Bで 脂質染
色後 、オ ー トラジオ グラフ ィーに付 した 。得 ちれ たオ ー トラジオ グ ラム を対 照 に して フ ィ
ル ム を鋏 で切 り取 り、親水性 シンチ レータ ー(ACS-ll)を 加 えて放射能 を測定 した 。
肝細 胞 内分 布
Hあ るいはLを ラ ッ トに投 与後 、15分,60分 にエ ーテル麻 酔下 開腹 し、腹 部大 動脈
よ り採 血 を行 い 、肝臓 を氷冷 した0.25Msucroseで 濯 流 した 。細胞 分画は小 西,馬 場
の方法45,に準 じて行 った 。即 ち肝臓 を摘出 し、9倍 量の0.25Msucroseを 加 えた後 、
Potter型テ フロ ンホ モジナ イザ ーで ホモ ジナ イズ した 。次 いで500Xg・5分 の 低速遠 心
分離 に付 し、非破壊 細胞及 び細胞 残淳 を除去後 、900Xg・10分,12500Xg・20
分,105000Xg・60分 の遠 心分離 を行 い、各オル ガ ネ ラに分 離 した。沈澱 分画は
O.25Msucrose-20mMTris/HC1緩衝液(pH7.4)に 懸 濁 した 。遠心機 は
KubotaKR-2及びHi[achi65Pを用 い、全 ての操 作は0・一・4℃で行 った 。
Succinate-cytochromeCreductaseはGreenら4b)の方法 によ り、NADPIi-cytochromeC
reductaseはPhillipsら47}の方法 によ り、酵素 活性 を測 定 した 。また 、蛋白質の濃 度は
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Lowry法4a》によ り定量 した。一方 、各画分 か ら100μ1を 採 り、Soluene-3501mlに加
えて溶 解 させ 、InstageI/0.5NHC1(9:1)10皿1を 加 えて放射 能 を測 定 した 。
肝潅流 実験
中瀬 らの方法49,に準 じラ ッ ト肝 臓 を単離 し、肝濯 流 を行 った 。灌流液 はKrebs-
Henseleitbicarbonate緩衝 液(pH7.4,1%牛 血 清アル ブ ミン含有)を 用 い、[3'一
'4C]menaquinone-4の最終 濃度 を10州 と して灌流 系 に持続注入(9分 間)し た 。灌流 速
度は33皿1/分 とし、30分 間flowthroughあるいは2時 間 にわた りrecycleさせ 、潅 流
液 ・肝 臓及び 胆汁 中の放射 能濃度 を測定 した。
ミク ロゾ ームでの代謝活性 比較
一 晩絶食 した ラッ トの肝 臓 を1 .15%KClで 灌流 後摘 出 し、0.05Mリ ン酸緩衝
液(1.15%KCl-O.1mMEDTA含 有,pH7.4)に て20%ホ モ ジネ ー
トをっ く り、9000×9・20分 間遠心分 離 した 。次 いで上清 を105000Xg・60分
間超遠 心分籠 し、得 ちれ たペ レ ッ トを再懸 濁 して 、更 に105000×9・60分 間 の超遠
心分 離 に付 した 。こ こで得 られた ペ レ ッ トを懸濁 し、 ミクロゾーム酵 素試料 と した 。
H及 びLを 基質 と し、反 応溶液 の組成 は 〔HgC1,;50μmoles(0.1ml),NADP;
0.8μmOleS(0.1ml),G-6-P;20μmOleS(0.1ml),G-6-Pdehydrogenase;
5units(0.1田1),[3'-14C]menaquinone-4;100nmoles(0.2ml),ミクロゾ
ーム酵素 試料;2㎎Protein(1皿1)〕で全量 を1 .6mlと した 。37℃ 、30分 間 イン
キ ュベ ー トした反応液 にメ タノ ール5mlを加 え、除蛋 白後の 上清 をTLCに 付 した 。生成
した代謝 物の定量は 、オ ー トラ ジオ グラム を対照 と して リニアア ナライザ ー(LB2832
Berthold)によ り行 った 。
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第3章 第2-3節 付属実験
被験動物
S.D.系雄性ラット(230～290g,静 動協)を 自由摂食下使用 した。
投 与液 の調製お よび 投与
[-0712および[3-'4C]E-0712は稲井裕一 氏(エ 一ーザ イ株式 会社 東京研 究所)に よ り合
成 され た。比放射 能は42.oμci/㎎ 、放射化 学的純 度は3種 のTLC系 で いずれ も
98%以 上であ った。薬物 は1%lween80乳化 液 と し、経 口投与 した 。D一 ガ ラク トサ ミ
ン肝障害 ラッ トは、E-0712投与24時 間 前に500rg/kgのD一 ガ ラク トサ ミンを皮 下投
与す るこ とに よ り作製 した 。
代謝物試料の採取
肝 ミクロゾーム との反応は前章に準 じ、NADPH生成系存在下37℃ 、30分 インキュベ
ー トすることで行った。尿試料は ラットを個別代謝ケージ中で飼育 し、投与後24時 間後
までの蓄尿を用いた。
代 謝物 の分離 ・精襲
各試料 は塩酸でP"2と し、3倍 量の酢酸 エ チル を加 えて15分 間2回 振 とう抽 出 した 。
溶 媒 を濃 縮 ・乾固後 、PreparativeTLCに付 し、粗精 製後 、 さ らにPreparativeTLC
お よび シ リカ ゲル クロマ トグ ラフ ィーを組 み合 わせて精 製 した 。
尿 中代謝 物のガ スクロマ トグ ラフ ィー
FID付 きのガ スク ロマ トグ ラ フ(JGC-20K,JEOt)を用 い 、2%OV-1Gas-
ChromQ(100-200mesh)を 充填 した ガ ラス カ ラム(2m,2mmi.d.)を 使用
した 。カ ラム温度 を210℃ 、注 入温度 を300℃ と し、キャ リア 一ーガ スは窒素 を用 い、
いずれ もメチルエ ステル と して分析 した 。
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代謝物および合成標品のGC-MS分 析
単離された尿中代謝物および対応する合成標品は、ジアゾメタンのエーテル溶液中でメ
チル化後、GC-MS分 析に供 した。また、肝 ミクロゾームにより生成 した代謝物 とそれ
ちの合成標品は、ジアゾメタンでのメチル化あるいはIrj-siI-zでトリメチル シリル化後、
GC-MS分 析を行 った。装置はJEOtJMSDX-300を用い、分析はEI法 で行った。
代 謝物 お よび合成 標品の ユH-NMR
代謝物 お よび合成 標品の1H-NMRス ペ ク トルは 、J[OLJNMFx100を用 い 、CDC1,を
溶 媒 と して測定 した 。
化 合物
尿 中代謝物 の合成 標品は 、稲 井裕一氏(エ ーザ イ株式会 社 東 京研究所)お よび鈴木赴
博士(エ ーザイ株式会社 筑波 研究所)に よ り合成 された 。合成標 品の スペ ク トル デ ータ
を以 下に示す 。
4-(9-Carboxy-3,7-dimethI-6-nonaenol)団orholine
NMRO.93(3H,d,J;7Hz,C-3CH,),1.08～1.55
(2H,m,C-4CH2),1.64(3H,s,C-7CHヨ),1.80～
2.60(9H,m,C-2C-5C-8C-9CH2,C-3H),
3.32～3.84(8H,m、C-1'C-2'CH2),5.17(1H,t,J==
7Hz,C-6CH),9.92～10.28(1H,br,C-10COOH)
4-7-Carbox-3一囲ethylOctanOy1)鵬or」pho肖ne
NMRO.95(3H,d,J=7Hz,C-3CH.,),1.15(3H,d,J
=7Hz ,C-7CH3),3.42～3
ロ
.52(8H,br,NO) 〕
一103。
4-(5-Carboxy-3-methylpefitanoyl)morpholine
NMRO.95(3H,d,J=7Hz,C-3CH3),2.22(2H,d,
一CH2CO-) ,2.41(2H,triロ
(8H,br,NO) 〕
一C旦2COOH) ,3.4～3.65
ま た 、 肝 ミ ク ロ ゾ ー ム に よ る 代 謝 物 の 合 成 標 品4-(16--hyCtroxy-3,7,11,15-tetramelhy1-6,
10,14-hexadecatrienoyりmorpholineおよ び4-(15-carboxy-3,7,11-trimethyl-6,10,14-
hexadecatrienoy1)morpholineは鈴 木 紘 一 氏(エ 一ーザ イ 株 式 会 社 筑 波 研 究 所)に よ り 、
醗 酵 法 を 用 い て 合 成 さ れ た 。
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